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BEITRAGE ZUR EMBRYOCHEMIE DER 
AMPHIBIEN. VIII. 


Oxydationsvorginge im Riesensalamanderei. 


Von 


FUJITO YAMASAKIT, 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultdt 
eu Nagasaki. Ausgefiihrt unter Leitung von Prof. M. Tomita.) 


(EKingegangen am 10, Februar 1935) 


Das heterogene, chemische System der Zellen ist durch seine 
grosse Reaktionsfahigkeit ausgezeichnet. Zwar ist es méglich, dass 
bei dieser Reaktionsfahigkeit die Heterogenitit des Protoplasmas 
eine Rolle spielt, indem sie besondere, die chemischen Reaktionen 
beschleunigende und regulierende Verhaltnisse schafft. Indessen 
ist es wahrscheinlich, dass der chemische Charakter der die Zellen 
konstituierenden, einfachen Stoffe fiir die Reaktionsfahigkeit die 
wichtigste Rolle spielt. Die weitaus wichtigsten chemischen Reak- 
tionen, die im Korper der héheren Tiere vor sich gehen, sind die 
Oxydationsvorgange, denn ein Stillstehen dieser Reaktionen hat 
den augenblicklichen Tod zur Folge. Ein nahere Kenntnis des 
Oxydationsmechanismus wiirde ein helles Licht auch auf all die 
anderen Lebensvorginge werfen. 

Es war naheliegend, an Fermente zu denken, die in irgend 
einer Form den Sauerstoff aktivieren bzw. auf bestimmte Ver- 
bindungen iibertragen. Einige Beobachtungen gaben den Anstoss, 
die in den Zellen sich vollziehenden Oxydationsvorgange als De- 
hydrierungen aufzufassen. Das Studium der Wirkung der ver- 
schiedenartigen Dehydrasen hat ergeben, dass es solche gibt, die 
Wasserstoff in einer Weise aktivieren, dass er unter Bildung von 
Wasserstoffsuperoxyd auf gewodhnlichen Sauerstoff iibertragen 
werden kann. In anderen Fallen muss noch eine Aktivierung des 
Wasserstoffakzeptors Sauerstoff hinzukommen. Das Zytochrom 
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besitzt die Fahigkeit, den gewéhnlichen Sauerstoff mit dem durch 
Dehydrasen aktivierten Wasserstoff zur Reaktion zu bringen. Hine 
weitere Frage ist die, wodurch die Aktivierung des Sauerstoffs 
bewirkt wird. Es spricht vieles dafiir, dass diese Funktion einem 
Fermentsystem zukommt. Es handelt sich um die sogenannte 
Indophenoloxydase. Eine Sulfhydrylgruppe spielt auch eine 
wichtige Rolle fiir die Reaktionsfahigkeit, insbesondere die Aut- 
oxydabilitat und das Reduktionsvermogen des Protoplasmas. 

Was die Oxydations-Reduktionsfermente der bebriiteten Hier 
betrifft, so gelangten einerseits Tomita (1929), Yaoi (1929) und 
Sagara (1930) zu dem Ergebnis, dass sich bei der Entwicklung 
sowohl von Reptilien- als auch von Vogeleiern eine Zunahme des 
Glutathions zeigt und andererseits hat Herlitzka (1907) das Vor- 
kommen der Indophenoloxydase, Catalase und Peroxydase in 
bebriiteten Froscheiern festgestellt. 

Um die Untersuchungen iiber die Oxydationsvorgiinge bei den 
sich entwickelnden Hiern zu erginzen, habe ich “da¥ Stadium der 
Oxydations-Reduktionsfermente im Riesensalamanderei unter- 
nommen. 

Um den Gehalt des Embryos an Glutathion zu ermitteln, wurde 
zunichst das Versuchsmaterial auf bekannte Weise mit 10%iger 
Tricholoressigsiure extrahiert ; aus dem enteiweissten Filtrat wurde 
das Glutathion nach Tunicliffe (1925) jodometrisch bestimmt. 

Zum Nachweis der Indophenoloxydase ist die Bildung yon 
Indophenolfarbstoff aus dem Reagens von Réhmann und Spitzer 
(1895) angewandt worden, was von Vernon (1912-1914) zu einer 
colorimetrischen Methode ausgearbeitet wurde. 0,5 ¢ Embryo oder 
Perivitellinfliissigkeit werden mit 5eem des Reagens versetzt und 
eine Stunde in diinner Schicht bei Zimmertemperatur in’ einer 
Petrischale stehen gelassen. Man unterbricht durch Zusatz von 
10 cem Alkohol, der den gebildeten blauvioletten Farbstoff gleich- 
zeitig aufnimmt. Man bestimmt den Farbstoffgehalt colorimetrisch 
und kann so die Oxydationskraft vergleichen. 

Die in den verschiedenen Versuchen erhaltenen Ergebnisse 
werden in der Tabelle zusammengestellt. 

Aus den angefiihrten Befunden ergibt sich: 
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YABELLE [. 
Wartecha: Entwicklungs- Zahl der ver- Gefundene Menge 
cies stadium des wendeten des Glutathions 
Eies Hier im Embryo(mg)- 
1 Friithstadium 21 6,000 
2 Mittelstadium 13 0,096 
3 Endstadium 50 2,323 
4 Endstadium 50 1,876 
5 Endstadium 50 2,626 
TABELLE IT. 
Hatwichtonge- ene). Sy fe dies seat in d. 
stadium des ae 
F Perivitellin- 
Ries Embryo flissigkeit 
Friihstadium + + 
Mittelstadium @ nicht bestimint + 


Endstadium nicht bestimmt ++ 


1. Bei der Entwicklung von Riesensalamandereiern zeigt sich 
eine Zunahme der Sulfhydrylgruppe. 

2. Schon im Frihstadium der Entwicklung ist die Indo- 
phenoloxydase sowohl im Embryo als auch in der Perivitellinfliissig- 
keit deutlich nachweisbar. . 

3. Im Endstadium der Entwicklung wird die Oxydations- 
kraft der Perivitellinfliissigkeit starker. Im Embryo muss sie auch 
mit der fortschreitenden Entwicklung sich verstirken. Zur quan- 
titativen Bestimmung der Indophenoloxydase des Embryos im 
Spatstadium war aber die Colorimetrie wegen der Mischfarbung 
nicht anwendbar. 

4. In der Perivitellinfliissigkeit und im Gallert wurde die 
Sulfhydrylgruppe immer vermisst. 
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BEITRAGE ZUR EMBRYOCHEMIE DER 
AMPHIBIEN. IX. 


Uber das Vorkommen des Harnstoffes und der Harnsdure 
im bebriiteten Riesensalamanderei. 


Von 


MAKOTO TAKAMATSU unp TATSUMI KAMACHI, 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultiit 
zu Nagasaki. Ausgefihrt unter Leitung von Prof. M. Tomita.) 


(Hingegangen am 10. Februar 1935) 


Vogel und Reptilien nehmen unter den Wirbeltieren durch die 
Art ihrer Stickstoffausscheidung eine Sonderstellung insofern ein, 
als nicht der Harnstoff, sondern die Harnséure der Haupttriger 
des Stickstoffes in ihrem Harn ist. Es liegt offenbar eine An- 
passung an die Besonderheit dieser Tierklassen vor, und zwar durch 
das Vorhandensein einer gemeinsamen Sammelstelle fiir die Aus- 
scheidungen der Nieren. Bei Fischen, Amphibien und Sdugetieren 
ist der Harnstoff als das wesentlichste stickstoffhaltige Stoff- 
wechselendprodukt anzusehen. 

Was nun den Chemismus der Exkretion bei den sich ent- 
wickelnden Hiern derselben betrifft, so hat man je nach der Ent- 
wicklungsstufe verschiedenartige Verhaltnisse der N-Ausscheidung 
gefunden. Man findet in-den Hizellen von verschiedenen Tieren 
bestimmte eemeinsame chemische Stoffe, so lange sie nicht hoch 
entwickelt sind. Wenn aber eine Umgestaltung in der Form bereits 
entwickelter Zellengebilde geschehen ist, so geht Ubereinstimmung 
in den Funktionen vielfach Hand in Hand mit Ubereinstimmung 
in der chemischen Zusammensetzung. Bei der spateren Halfte der 
Entwicklung gibt es einen grossen Unterschied im Chemismus der 
N-Ausscheidung zwischen den aquatischen und terrestrischen Hiern. 
Nach Kamei (1927) enthalt das Allantoiswasser des Hiihner- 
embryos am 14. Bebriitungstage durchschnittlich 0,02% Harnstoff 
und 0,01% Harnsiiure, am 17. Tage 0.05% Harnstoff und 0.02% 
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Harnsiure. Tomita (1929) zufolge enthalt das Embryo der 
Meerschildkréte am 30. Bebriitungstage 0.03% Harnstoff, am 45. 
Tage 0.05%. Dagegen findet sich darin dusserst wenig Harnsaure. 

Es kann auch keinem Zweifel unterliegen, dass bei Amphibien- 
eiern nicht die Harnsaure, sondern der Harnstoff als das wichtigste 
Stoffwechselendprodukt zu gelten hat. Unter den Amphibieneiern, 
die meist so klein sind, dass sie sich der genauen Untersuchung 
entziehen, sind die Hier des Riesensalamanders ein recht geeignetes 
Material fiir das Studium der embryonalen N-Ausscheidung. 

Da es nun ausserst schwer ist, eine ausreichende Zahl von 
diesen Kiern zu bekommen, so blieb das Riesensalamanderei bei dem 
embryochemischen Studium bisher wenig beriicksichtigt. Gortner 
(1914) wandte seine Aufmerksamkeit den Eiern von Cryptobran- 
chus allegheniensis zu und gelangte zum Schlusse: ,,No appreciable 
amount of urea or uric acid is formed during embryonic growth 
in Cryptobranchus.‘‘ Dank einem gliicklichen Zufall konnten wir 
im vorigen Sommer ein grosses Quantum von Riesensalamander- 
eiern bekommen und haben diese bei unseren Untersuchungen tiber 
embryonale N-Ausscheidung verwendet. 

Die von der umhiillenden Gallerte abgetrennten Eier wurden 
mit Alkohol versetzt, der Riickstand wiederholt in Alkohol auf- 
genommen. Die alkoholischen Ausziige wurden eingedampft, in 
Wasser gelodst, ein aliquoter Teil davon fiir die Bestimmung des 
Harnstoffes entnommen. Der in Alkohol unlésliche Riickstand 
wurde mit Ather behandelt und die getrocknete pulverige Masse 
mit der 5 fachen Menge 0,01% Lithiumearbonatlésung im Wasser- 
bade digeriert. Nach Erkalten wurde das Gemisch mit dem 3 
fachen Volumen 3%iger Uranylacetatlésung versetzt. Man fiigte 
dem eingeengten Filtrate Dinatriumphosphatlésung zu. um den 
Uraniiberschuss zu beseitigen. Das Filtrat wurde dann mit dem 
Ludwig-Salkowskischen Reagens versetzt, der Niederschlag mit 
schwach ammoniakalischem Wasser ausgewaschen und in Wasser 
suspendiert. Man fiigte dann 4-5cem einer 1% Kupfersulfat- 
losung hinzu, sduerte mit einigen Tropfen Salzsiure an. sittigte 
die Flissigkeit mit Schwefelwasserstoff, erhitzte zum Sieden. erhielt 
sie einige Minuten im Sieden. filtrierte und wusch mit heissem 


Beitrage zur Embryochemie der Amphibien.—IX. 187 


Wasser aus. Das Filtrat wurde auf wenige Kubikzentimeter 
eingeengt und in dieser Lésung die Harnsdure nach Folin (1913 
und 1922) ecolorimetrisch bestimmt. 

Der Harnstoff wurde nach Fosse (1913) als Dixanthylharn- 
stoff gravimetrisch ermittelt. Die nachfolgende Tabelle zeigt die 


Ergebnisse. 


PABELLE I. 
i 
a ‘ Menge des ! Menge der 
Bebriitungs- | Zahlder {Gewicht der : ee % 
dauerin |verwendeten Bier Harnstoffes Harnsiure 
Woch eer 
ochen ares esa Eier g : % ae mg/100g 
ETI 7 226 666,9 0,0317 | 0,0047 0,0013 0,0002 
II-III 1347,9 0,0405 | 0,0030 | 0,0052 0,0004 
oe se 466,5 0,0181 | 0,0038 0,0044 0,0009 


Es ergibt sich, dass die Menge des im bebriiteten Riesen- 
salamanderei vorhandenen Harnstoffes im Vergleich zu dem 
Hiihner- und Meerschildkrétenei sehr gering ist. Die Harnséure 
ist nur spurenweise vorhanden. 
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ZUR KENNTNIS DES KALK-UND PHOSPHORSTOFF- 
WECHSELS IM HUHNEREMBRYO. 


Von 


TATSUMI KAMACHI. 


(Aus dem physiologisch-chemisehen Institut der medizinischen Fakultiit 
zu Nagasaki. Ausgefiihrt unter Leitung von Prof. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 10. Februar 1935) 


Wo tberhaupt Organisation und Zellbildung stattfindet, da 
miissen notwendigerweise anorganische Salze mitwirken. Calcium 
und Phosphor zeigen dabei eine spezifische Wirkung. Mit dem 
Kalk- und Phosphorstoffwechsel und deren Wirkungen im K6rper 
sind zwei grosse Probleme verkniipft: die Beteiligung des Kalks 
und Prosphors am Aufbau des Knochengeriistes und deren Be- 
deutung fiir die Erhaltung und Regulation der normalen Erregbar- 
keit der Gewebe. ar 

Der Kalk wird in der Nahrung entweder in Form organischer 
Verbindungen aufgenommen oder als anorganisches Salz. So 
gelangt er mit dem Trinkwasser bzw. dem Mineralbrunenwasser in 
den Kérper. Beide Kalkarten sind resorbierbar, wenn vielleicht 
auch nicht in gleicher Ausgiebigkeit. Die Resorptionsgrésse hangt 
zum Teil auch davon ab, welche anderen Salze gleichzeitig mit der 
Nahrung aufgenommen werden. Die engsten Beziehungen bestehen 
vor allem aber zwischen Kalk- und Phosphorstoffwechsel. 

Der Phosphor kommt in den Gewebssaften des Korpers und 
namentlich in den Knochen in organischer Form als Calcium- und 
Magnesiumphosphat vor, aber daneben in organischer Bindung in 
den Proteiden, im Nuklein und Lecithin und in den Phosphatiden. 
In der Nahrung wird der Phosphor stets in hochoxydiertem 
Zustande eingefiihrt, zum kleineren Teile in Form von phosphor- 
sauren Salzen, zum groésseren Teile in organischen Bindungen, 
welch letztere simtlich mehr oder minder komplizierte esterartige 
Derivate der Phosphorsiéure sind. Die Uberlegenheit des organi- 
sehen Phosphors iiber den anorganischen fiir Wachstum und 
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Ernabrung haben am klarsten die Versuche von Cronheim und 
Miiller (1903) erwiesen, welche der gewohnlichen Nahrung eine 
Zulage von Kidotter beigaben. 

Es ist das grosse Verdienst von Karashima (1928) wid [seki 
(1930), durch eine Reihe griindlicher Untersuchungen, welche die 
BKientwicklung der ausserhalb einer miitterlichen nutritiven Sphare 
heranwachsenden Tierklassen betreffen, zur Erforschung des Kalk- 
und Phosphorstoffwechsels den Weg bereitet zu haben. Ihre 
Forschungen haben ergeben, dass im spateren Stadiun der 
Bebriitung von Hiihner- und Reptilieneiern eine betrachtliche Ver- 
mehrung des Kalks stattfindet, und dass dabei die Schale teilweise 
abgebaut und zum Aufbau des Embryos verwendet wird. Sie 
haben weiter konstatiert, dass die anorganische Phosphorsiure 
waihrend der Hientwicklung in bedeutendem Masse zunimmt, und 
dass als Phosphorquelle die organischen Phosphorverbindungen 
dienen. 

Um einen Beitrag zur Kenntnis der Resorptionsfahigkeit und 
Ausgiebigkeit des Kalks und Phosphors im sich entwickelnden 
Embryo zu liefern, habe ich auf Veranlassung von Herrn Prof. 
Tomita seine Injektionsmethode (1921) angewandt, die sich bereits 
bei verschiedenen embryochemischen Untersuchungen vorziiglich 
bewahrt hat. In dieser Mitteilung berichte ich iiber den Einfluss, 
den eine Zugabe von Chlorealeium, Natriumphosphat und Yato- 
konin zum Weissei auf den Kalk- und Phosphorstoffwechsel bei der 
Bebriitung des Hiihnereies ausiibt. 

Das Experiment geschieht in folgender Weise: in das spitze 
Ende frischer Hiihnereier wird ein ganz kleines Loch gebohrt und 
eine abgemessene Menge der obengenannten Substanzen einge- 
spritzt. Man schliesst sodann das Loch mit paraffiniertem Papier 
und lasst die Eier im Brutschrank stehen. Nach bestimmten 
Fristen sprengt man die Eischale und priift die Kientwicklung. 
Fiir die Untersuchung kommen nur Kier in Betracht. die eine 
normale Entwicklung des Embryos zeigen. Bei der Analyse der 
Asche wurde das Allantoiswasser von den anderen ‘Teilen ab- 
getrennt und fiir sich besonders bearbeitet. Die wichtigsten Stoff- 
wechselprodukte und die gelésten Mineralstoffe des waehsenden 
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Hiihnerembryos, welche bei allen erwachsenen Tieren meist im 
Harn auftreten, werden in die Allantoisfliissigkeit eliminiert. 
Wenn man also die Menge des Kalks und Phosphors im Allantois- 
wasser genau bestimmt, so kann folglich die Assimilation der 
injizierten Stoffe im werdenden Embryo leicht festgestellt werden. 

Zu den Versuchen verwendete ich immer je 1 Bi und fiir jede 
Versuchsreihe wurden 7 Versuche unternommen. Die einzelnen 
Versuchsresultate stimmen ziemlich gut miteinander iiberein. 

1. Versuchsrethe (Kontrollversuche) 

Allantoiswasser und Embryo mit Adnexen von 13 und 17 Tage 
lang bebriiteten Hiihnereiern werden gesondert auf Kalk und 
Phosphor verarbeitet. Die Resultate sind in Tabelle I wu. II 
zusammengestellt. 


TABELLE [. 
13 Tage lang bebriitete Hier. 


Gesamt-Asche(g) P20s( g) CaO (g) 
in in in 
Versuchs- 
ner ee Allantois- eae Allantois- sped ° | Allantois- 
Adnexen peepee Adnexen | WS8¢r Adnexen ag 
1 0,4112 0,2015 0,1580 
2 0,5066 0,2548 0,1880 
3 0,4911 0,2581 0,2060 
4 0,4692 0,1870 0,2383 0,0147 0,1320 0,0168 
5 0,4902 0,2465 0,1240 
6 0,4334 0,2238 0,1740 
7 0,3872 0,2130 0,0940 
0,4555 0,0267 0,2337 0,0021 0,1537 0,0024 


2. Versuchsrethe. 


Das Weiss von mittelgrossen frisch befruchteten Hiinereiern 
wird auf bekannte Weise mit je 0,1 eem CaCl,-Lisung (=0,0144 g 
CaO) versetzt und im Brutschrank bebriitet. Nach 13- und 17 
tigiger Bebriitung werden die Eischalen in der Gegend der Luft- 
kammer zerléchert, tiber die Halfte des Eies mit der Pinzette 
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TABELLE IT. : 
17 Tage lang bebriitete Hier. 


Gesamt-Asche(g) P20s(g) CaO (g) 
in in in 
Versuchs- } = 
nummer | Embryo | apantois- | P™PY° | anantois-| PY? | alantois- 
Adnexen iad Adnexen | “@88€F Adnexen | W@SS¢T 
| 1 0,516 0,2383 0,3080 
2 0,5150 0,1992 0,3260 
7= 0,5826 0,2618 0,3040 
4 0,6026 0,0869 0,2485 0,0455 0,3700 
5 0,6108 0,2409 0,3860 
6 0,5644 0,2231 0,3240 
7 0,580 0,2288 0,3780 
0,5794 0,0124 0,2343 0,0(65 0,2422 


ausgeschélt und die Schalenhaut dann sehr behutsam mit einer 
Schere durchschnitten. Mit einer Spritze kann das Allantois- 
wasser quantitativ fast ganz aufgesogen werden. Von einem normal 
entwickelten Ei werden das Allantoiswasser und die anderen Teile 
gesondert auf Kalk und Phosphor verarbeitet. Die Ergebnisse 
gehen aus Tabelle JIJ-IV hervor. 


TABELLE ITI. 
13 Tage lang bebriitete Hier. 


Gesamt-Asche(g) P:0s(g) Ca0(g) 
in 1 1n 
Versuchs- 
nummer Hebi Allantois- me? © | Allantois- ered ° | Allantois- 
Adnexen Baek) Adnexen | W2S8¢F Adnexen | “SS¢F 
1 0,4756 0,1851 0,1380 
2 0,4720 0,1857 0,1240 
3 0.4952 0,1914 0,1240 
4 0,4550 0,2258 0,1946 0,C273 0,1°80 0,0154 
5 0,4250 0,2041 0,1220 
6 0,4704 0,2130 0,1320 
7 0,4156 0,2307 0,1220 


0,4498 0,0322 0,006 0,039 0,132 0,0022 
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TABELLE IV. 
17 Tage lang bebriitete Hier. 


Gesamt- Asche (g) P:0s(g) 
in in 


Versuchs- - — 
mumer | Embty° | antantois- | P™>"V° | anantois-| P®2° | anantois- 
Adnexen ARICE Adnexen | @88¢r Adnexen | ‘88°F 
1 0,4972 0,1470 0,2320 
2 0,4944 0,1927 0,2200 
3 0,4486 0,206 02240 | ° 
4 0,5088 0,1420 0,1952 0,0301 0,2520 0,0154 
5 0,5264 0,1927 0,2380 
6 0,5276 0,2612 0,2360 
ff 0,5466 0,2123 0,2360 
0,5071 0,0203 0,2011 0,0043 | 0,2340 


Vergleicht man die in Tabelle [JI-1V eingetragenen Mittel- 
werte des Kalks und Phosphors mit denjenigen in Tabelle I-II, so 
fallt auf, dass beide Stoffe im Hiihnerembryo bei der Chlorcalcium- 
injektion eine geringfiigige Abnahme erfahren. 


3. Versuchsreihe. 


Diesmal wurde frisch befruchteten Hiihnereiern je 0,1 cem 
NazHPO, Lisung (=0,00304 g P2.O;) injiziert. Zu den Versuchen 
wurde jedesmal Material verwendet, das von 13 und 17 Tage 
bebriiteten und normal entwickelten Hiihnereiern herriihrte. 

Tabelle V und VI veranschaulichen die Resultate. 

Vergleicht man nun diese Daten mit denen der Tabelle I-II, 
so lisst sich nicht verkennen, dass der Gehalt des 13 und 17 Tage 
alten Embryos an Kalk und Phosphor bei der Natriumphosphat- 
injektion etwas abnimmt. 


4, Versuchsrethe. 
Vergleichsweise seien hier einige Injektionsversuche mit einer 
organischen Kalk- und Phosphorverbindung angefiihrt. Yatokonin 
ist ein von mehreren Autoren bei Driisentuberkulose angeprie- 
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TABELLE V. : 
13 Tage lang bebriitete Hier. 


Gesamt-Asche(g) P20s(g) CaO(g) 
in in in 
Versuchs- - —— — —-— Se 
es ga 2 Allantois- Es Ag Allantois- a ° | Allantois- 
Adnexen boats Adnexen | W#88°T Adnexen | 488€r 
1 0,4146 0,1432 0,1400 
2 0,4556 0,1/18 0,1300 
3 0,4642 0,415 0,1160 
4 0,4732 0,2506 0,2548 0,0273 0,1340 0,0203 
5 0,4486 0,1902 0,1280 
6 0,4546 0,1825 0,1560 
7 0,4714 0,2180 0,1320 
0,4546 0,0358 0,2003 0,0039 0,1337 0,0029 


_- TABELLE VI. 
17 Tage lang bebriitete Hier. 


Gesamt- Asche (g) P20s(g) CaO (g) 
in in in 
Versuchs- = —- — - 
ue | ee | ATentole spa O | Adtantola-| SF | aitantois 
Adnexen i al Adnexen | ““88¢F Adnexen | W8S€T 
1 0,5068 0,2459 0,2160 
2 0,5103 0,2231 0,2240 
38 0,5446 0,2738 0,2480 
4 0,4744 0,1643 0,2180 0,0231 0,1940 0,0231 
5 0,5426 0,1825 0,2320 
6 0,5176 0,2090 |° 0,2000 
7 0,5026 0,2003 0,2320 
0,5141 0,0234 0,2218 0,0033 0,2208 0,0033 


senes Medikament und es wurde von der Fabrik als Fruktose- 
phosphorsaures Calcium bezeichnet. Mittelgrosse frisehe und 
befruchtete Hiihnereier wurden mit je 0,lcem Yatokoninlésung 
(enthalt 0,0116g¢ P.O; und 0,0156g¢ CaO) versetzt und nach 13- 
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und 17 tagiger Bebriitung das Allantoiswasser und der Embryo 
mit Andexen der normal entwickelten Hier jedesmal gesondert. aut 
Kalk und Phosphor verarbeitet. Die Resultate der einzelnen 
Bestimmungen sind aus Tabelle VII-VIII ersichtlich. 


TABELLE VII. 
13 Tage lang bebriitete Hier. 


Gesamt-Asche(g) P20s(g) CaQ(g) 
in in in 
Versuchs- — = : ee 2 ee ae 
nummer | Embryo | anantois- | =™>ry° | anantois-| E™>t¥° | anantois- 
mit wasser mit wasser mit wasser 
Adnexen Adnexen Adnexen 
ie as > eee 2G 
1 0,4674 0,2390 0,1420 
2 0,4872 0,2168 0,1300 
3 0,4226 0,2409 0,1200 
4 0,4772 0,1955 0,2409 0,0147 0,1360 0,0203 
5 0.5652 0,2359 0,1380 
6 0,4456 0,2295 0,1200 
7 0,4886 ; = 0,2604 0,1460 
0,4791 0,0279 0,2378 0,0021 0,1331 0,0029 
TABELLE VIII. 
17 Tage lang bebritete Hier. 
Ges:umt-Asche (g) P205(g) CaO(g) 
in in in 
Versuchs- |}—-— — ——- - —— 
nummer Embryo | a yjiantois- Embryo | ajiantois- one MWataie- 
mit eee mi see mi None 
Adnexen ba Adnexen | W#8S@ Adnexen | “#88 
l 0,4970 0,2504 0,2940 
2 0,5490 0,2776 0,2880 
3 0,5192 0,2358 0,2960 
4 0,5484 0,1218 0,2282 | 0,0315 | 0,3060 | 0,0231 
a) 0,5434 0,2434 0,3120 
6 0,5710 0,2449 0,3260 
7 0,5750 0,2669 0,3100 
0,5432 | 0,0174 | 0,2496 | 0,0045 | 0,3045 | 0,0033 
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Tabelle VIII zeigt eine Zunahme des Phosphors im Embryo, 
die sich im Vergleich zum Kontrollversuche auf 0,0153 g belief. 

Durch Zugabe von Yatokonin zum Weissei wird der Kalkgehalt 
des Embryos nicht gesteigert. 

Es folgt nun eine Tabelle, die, die in den verschiedenen 
Versuchen erhaltenen Mittelwerte an Calcium und Phosphor im 
Embryo mit Adnexen und im Allantoiswasser aufzeigt. 


TABELLE LX. 


P.0;-Menge(g) in CaO-Menge(g) in 


Menge der Bebriitungs- 
injizierten dauer in Embryo : p Embryo | Sse 
Substanz « Tagen mit Allantois- mit peer te 
Adnexen wee Adnexen : 
Kontroll- 13 0,2337 0,0021 0,1537 0,0024 
versuche 17 0,2344 0,0065 0,3422 0,0024 
0,1 eem 13 0,2006 0,0039 | 90,1328 0,0022 
CaCh-Lésung ? 
(0,0144 g CaO) 17 0,2011 0,0043 0,2340 0,0022 
0,1 cem 13 0,2003 0,0039 01337 0,0029 
NasHPO, Lésung 
(0,00304 g POs) 17 0,2218 0,0033 0,2208 0,0033 
0,1 com 13 0,2378 0,0021 0,1331 0,0029 
Yatokonin-Lisung 
(pone g P.0s | 
* (0,0156 g CaO 17 0,2496 | 0,045 | 


0,3045 0,0033 


Aus den dargelegten Untersuchungen kann man folgende 
Schliisse ziehen : 

1. Bei der Injektion von Chlorcalcium, Natriumphosphat bzw. 
Yatokonin findet sich im Vergleich zum Kontrollversuche eine 
Verminderung des Kalks im Embryo. Da die Kalkausscheidung 
im Allantoiswasser sowohl bei den Injektionsversuchen als auch 
beim Kontrollversuch keine Verdnderung erfahrt, so deutet das 
Ergebnis darauf hin, dass die Injektion der obenerwaélnten Sub- 
stanzen einen hemmenden Einfluss auf die Kalkmobilisierung der 
Schale im werdenden Embryo ausiibt. 

2. Bei der Yatokonininjektion findet eine Vermehrung des 
Phosphors im Embryo statt, wahrend beim Natriumphosphatzusatz 
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dies nicht der Fall ist. Es ist also wahrscheinlich, dass die 
organischen Phosphorsaéureverbindungen als Phosphorquelle fiir 
die Skelettverkalkung des Embryos dienen. 
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ZUR KENNTNIS DER HISTIDINBILDUNG AUS. 
DEM ARGININ IM BEBRUTETEN 
HUHNEREIL 


Von 


TATSUMI KAMACHI, 


(dus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultit 
zu Nagasaki. Ausgefiihrt unter Leitung von Prof. M. Tomita.) 


(Hingegangen am 10, Februar 1935) 


Bereits 1925 hat Y. Sendju angegeben, dass das Hiihnerei 
bei langer Bebriitung eine geringe Verminderung der Arginin- 
menge erfahrt, wahrend das im Hiihnerei frei und gebunden vor- 
handene Histidin sich bei der Bebriitung mit fortschreitender 
Entwicklung des Embryos vermehrt. Es ist also ersichtlich, dass 
durch Umwandlung wahrend der Bebriitung des Hiihnereies 
wenigstens ein Teil des Histidin aus anderen Verbindungen 
herriihrt. 

Aus den Strukturformeln erkennt man, dass dureh Auf- 
sprengung des Imidazolrings im Histidin ein Ubergang in Arginin 
und umgekehrt durch Ringschluss vom Guanidinkern aus ein Uber- 
gang von der letzteren Aminosidure in die erstere eingeleitet werden 
kénnte. Hopkins (1916) war der erste, der angenommen hat, 
dass das Arginin durch oxydative Desaminierung unter Verlust 
von Ammoniak in Histidin verwandelt werden kénnte. 


CH:.-NH , CH-NH CH-NH = 
‘>C-NH: I Doni t oH 
CH: NH on NH Sask 
| ee 
CH: tes CH: fain — 
| 
CHNHE: CHNH: CHNH: 
| 
COOIL COOH COOH 
Arginin + HO Histidin 


Die Versuche mit Organen, Organextrakten und aus Zellen 
isolierten Fermenten kénnen ein recht klares Bild der Umwandlung 
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dieser Verbindungen ergeben. Sie allein kénunen jedoch nicht ohne 
weiteres einen Einblick in das Verhalten dieser Verbindungen im 
Zellstoffwechsel gewahren.- Es ist unumganglich notwendig, jeden 
einzelnen Zellvorgang unter verschiedenen Versuchsbedingungen 
zu verfolgen. Erst dann, wenn die Ergebnisse verschiedenartiger 
Versuche sich decken, darf der Schluss gezogen werden, dass eine 
bestimmte Art des Ablaufs von Stoffwechselvergingen der Wirk- 
lichkeit entspricht. Es sind bei uns, um weitere Erfahrungen zu 
sammeln, Fiitterungsversuche mittels der vorziiglich bewahrten 
Tomitaschen Injektionsmethode im bebriiteten Hiihnerei aus- 
gefiihrt worden, Dabei habe ich den Einfluss verfolgt, den eine 
Zugabe von Histidin und Arginin zum Weissei auf die Bildung 
jener Basen bei der Bebriitung des Hiihnereies ausiibt. Die Injek- 
tionsmethode erganzt unsere Einsicht in ausgezeichneter Weise, 
indem die Versuche in dem von aussen ganz getrennten Eihaushalt 
eine quantitative Stoffumwandlung erkennen lassen. 

In das spitze Ende einer Anzahl frischer Hiihnereier ae 
ein ganz kleines Loch gebohrt und je 0,1 eem 17,7%iger Arginin- 
lésung oder 0,leem 4,1-6,7%iger Histidinlisung eingespritzt, 
worauf man die Eier im Brutschrank stehen liess. Nach 14 Tagen 
sprengte man die Hischale und priifte die Eientwicklung. Um das 
Arginin und Histidin zu bestimmen, wurde zunichst der Embryo 
mit der Schere zerkleinert und der Gesamtinhalt des Eies mit 
Wasser durchgeriihrt, mit der Schenckschen Liésung versetzt, bis 
das Hiweiss véllig ausgefallt war. Das klare Filtrat wurde mit 
Schwefelwasserstoff behandelt ; aus dem Filtrat von Schwefelqueck- 
. silber wurde der Schwefelwasserstoff vertrieben. Die Fliissigkeit 
wurde hierauf mit Soda neutralisiert und, nach dem Einengen, 
auf bekannte Weise mit Phosphorwolframsaure unter Zusatz von 
H2S0O, gefallt. Der Phosphorwolframsaureniederschlag wurde 
durch Baryt zersetzt und der iiberschiissige Baryt durch Kohlen- 
sdure abgeschieden. Das Filtrat von kohlensaurem Barium wurde 
stark eingeengt, mit Salpetersiure angesduert und dann mit Silber- 
nitratlésung gefallt. Dem Filtrat der Silberfallung wurde weiter 
solange 10% ige Silbernitratlésung zugefiigt, bis eine Probe in kalt 
gesattigtem Barytwasser als braunes Silberoxyd sich fallen liess, 
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und dann wurde es mit Barytwasser im Uberschuss versetzt. Das 
Arginin und Histidin konnte ich nach dem Verfahren von Kosse! 
und Kutseher (1901) als Silber-Barytfallung fiir sich allem 
isolieren. Die aus der Fillung regenerierte Basenfliissigkeit wurde 
auf kleines Volumen eingedampft und die Stickstoffmenge nach 
Kjeldahl] bestimmt. 

Zu den Versuchen wurden jedesmal 20 normal entwickelte Hier 
verwendet. Tabelle kurz 


Die Ergebnisse finden sich in der 


zusammengesetzt. 


TABELLE [. 


Zu- bzw. Abnahme 


Menge des 


~ Zahl der | Menge der 
{oe ver- injizierten | gefundenen freien des freien 
8S" | wendeten | Substanz cee . ae ; 
dauer Wier g Arginius { Histidins | Arginins { Histidins 
g g g 4 
Kontroll- . 
ee, Py 
14 Tage 20 Sancta 0,0615 0,0300 | 
a 0,3544 Lyi As 
14 Tage 20 Anwinie 0,0840 0,0360 ~0,3349 0,0060 
pecele 0,184 9 ‘ = 942) 
14 Tage 20 Histidin 0,0300 0,0260 —0,0345 0,1124 


1) 0,3544 + 0,0645 — 0,0840 = 0,3349 
2) 0,1084 + 0,0300 — 0,0260 = 0,1124 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, sieht man nach der Injek- 
tion von Arginin eine Vermehrung des freien Histidins. Die 
Ergebnisse stehen somit im Einklang mit den Hopkinsschen 
Anschauungen. Eine Steigerung des freien Arginingehalts konnte 
ich bei Arginin- und Histidininjektion niemals nachweisen; ja ich 
bemerkte sogar ein starkes Absinken des freien Arginins und 
Ilistidins. Wenn man dabei voraussetzt, dass die Gesaintmenge 
der freien und gebundenen Basen bei der Injektion konstant bleibt. 
so deuten die Abnahme des freien Arginins bei der Arginininjek- 
tion und die Kleinheit der gefundenen Menge der beiden Basen in 
freier Form bei der Histidininjektion darauf hin, dass einerseits 
das eingespritzte Arginin und Histidin zum Kiweissaufbau dieneu 
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und andererseits die Zersetzung des Zelleiweiss durch die Injektion 


der genannten Basen etwas herabgesetzt wird. 
Diesbeziigliche Unterguchungen werden fortgesetzt. 
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ZUR KENNTNIS DER EMBRYOCHEMIE 
DES HYNOBIUS. 


Von 


MAKOTO TAKAMATSU. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultit 
zu Nagasaki. Ausgefihrt unter Leitung von Prof. M. Tomita.) 


(Hingegangen am 10. Februar 1935) 


Obgleich das Studium der morphologischen Entwicklung des 
Hynobius langst die glinzendsten Erfolge gezeitigt hat, hat doch 
bisher niemand Versuche iiber die Ausbildung der chemischen 
Embryologie dieses Tieres angestellt. Die Hynobiuseier liefern 
fiir das Studium des Bebriitungsvorgenges ein giingstiges Material, 
weil sie grobwahrnehmbar und verhaltnismdssig leicht zugénglich 
sind und ihre Entwicklung der grossen Durchsichtigkeit der Kapsel- 
wand wegen bis zum Ausschliipfen der Larve Schritt fiir Schritt 
zu verfolgen ist. Nachdem wir schon ziemlich ausgedehnte 
chemische Untersuchungen bei der Bebriitung des Rieseysalaman- 
dereies ausgefiihrt haben (1933-1934), kann man mit vollem Rechte 
erwarten, dass ahnliche Untersuchungen auch fiir die Hynobiuseier 
wertvolle Resultate liefern werden. 

Manche Arten von Hynobius kommen in Japan reichlich vor. 
Der in hiesiger Gegend einheimische Hynobius nebulosus legt seine 
Kier ganz friih im Jahre ab. Der Hisack ist eine etwa 20-30 cm 
lange spindelférmige dussere Generalhiille, in der die durch die 
eigentlich Kapsel geschiitzten Eier von 2,3-3,2 mm Durchmesser, 
etwa 80-150 an der Zahl, enthalten sind. Die Kikapseln nehmen 
durch Imbibition von Wasser allméhlich an Grdésse zu, so dass sich 
der Kisack spannt und an dem freien Ende krimmt. Er bekommt 
hierdurch ein dickes strangférmiges Aussehen. Zwei Hierstrange 
kommen immer zusammen vor. Das eine Ende des einen Hier- 
stranges ist mit einem Ende des anderen Stranges zusammen an 
irgend einen Gegenstand der Aussenwelt geklebt. Das einzelne Ei 
ist mit zweierlei Hiillen bedeckt, und der Raum zwischen beiden 
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wird vou einer Gallertmasse ausgefiillt. Sie sind im frischen 
Zustande vollkommen durchsichtig. 

Dank der liebenswiirdigen Beihilfe von Herrn Dr. Yamasaki 
und Dr. Nakamura konnte ich in diesem Frithjahr ein reich- 
liches Quantum von Hiern des Hynobius nebulosus aus der Um- 
gebung von Kazusa (Praefektur Nagasaki) bekommen und habe 
diese bei den chemischen Untersuchungen verwendet. 

Nach Nakamura ist der Hynobius nebulosus in Kazusa nicht 
ganz identisch mit dem in Nagasaki und so bezeichnen wir die zur 
Verfiigung stehende Art als Hynobius nebulosus von Kazusa. Die 
Jungen dieses Tieres schliipfen je nach der Temperatur des Wassers 
nach Verlauf von 5-6 Wochen aus. Zu meinen Untersuchungen 
verwendete ich die Kier von drei verschiedenen Entwicklungs- 
stadien, nimlich 1-2 Wochen, 3-4 Wochen und 5-6 Wochen alte 
Hier. 


EXPERIMENTELLE BELEGE. 


I. Dire Verhdlimszahlen der Gewichte von Embryo (oder Dotter), 
Gallert wnd Perwitellinfliissigkert. 


® 
Mit der fortschreitenden Entwicklung des Hies nimmt der 


Wassergehalt allmahlich zu, wihrend das Gewicht des Embryos 
und Gallerts dagegen abnimmt. Die Verhiltniszahlen sind. auf 
1000 Hier berechnet, in Tabelle I zusammengestellt. 


TABELLE J, 
Behethiags. | Embryo rel mes sallert Perivitellinfl. nae 
at ek Tov] wate WER gewie 
ies | e | % g | % g % g 
3 = aoees 2: >. i eee Le a ESI 2 Se 3 eed 
1-2 Wochen 2151 1256 76,8 | 43,9 76,0 43,5 174,9 
3-4 Wochen 21,4 9,8 59,7 | 27,5 | 1360 | 62,7 | 217,1 
5-6 Wochen | eit 6,3 TL | 26,7 180,0 67,0 20982 


Das Gewicht des Embryos ist hauptsiichlich von dem Wasser- 
gehalt abhangig. Tabelle II zeigt die Verteilung der Nihrstoffe im 
Embryo (oder Dotter) auf 1000 Embryos (oder Dotter) berechnet. 
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TABELLE I]. 


Anorg, Subst. 


Gesamt- 


Rohuiiten de. | Wasser Org. Subst. 
aacde = Seisk acsiek CARA! ae eR a 
| g | Yo g Yo g Yo g 
1-2 Wochen 19,2 86,8 2,83 12,8 0,0813 0,4 22,1 
3-4 Wochen 18,2 85,0 3,04 14,2 0,1668 0,8 21,4 
5-6 Wochen 14,1 82,4 2,87 16,8 0,1818 0,8 17,1 


2. Physikalische Eigenschaften der Perivitellinfliissigkeit des 
Eves von Hynobius nebulosus von Kazusa. 


Ks ist schon friiher im hiesigen Institut festgestellt worden, 
dass die physikalischen EHigenschaften der Perivitellinflissigkeit 
des Riesensalamandereies denen des Wassers fast gleich sind, und 
dass fiir die Riesensalamandereier vom Anfang der Bebriitung an 
das Wasser ein ganz geeignetes Medium ist. Nach meinen Unter- 
suchungen ist das Verhalten des Kies von Hynobius nebulosus von 
Kazusa ganz gleich dem des Riesensalamandereies. Tabelle III 
zeigt die Ergebnisse. ; 


TABELLE III, 


Spezifisehes 


Bebritungsdauer PH 4 Gewicht 
1-2 Wochen 7,0 0,000 beinahe gleich 

dem des 

3-4 Wochen 6,9 0,001 WW ansare 


5-6 Wochen 6,9 0,001 


3. Uber das Verhalten der anorganischen Bestandteile bei der 
Bebriitung des Fics von Hynobius nebulosus von Kazusa. 


Die Untersuchung von Riesensalamandereiern von Iseki und 
Kumon (1933) haben ergeben, dass die Gesamtasche und die an- 
organische Phosphorsaure im letzten Entwicklungsstadium zunimmt, 
und dass im Gegensatz zum Hiihner- und Reptilienei, der Kalk- 
gehalt schon im friiheren Entwicklungsstadium seinen Hoéhepunkt 
erreicht. 

Um einen Beitrag zur Kenntnis des Mineralstotfwechsels des 
sich entwickelnden Embryos zu liefern, habe ich im Anschluss an 
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die bereits mitgeteilten Beobachtungen bei Hiihner-, Reptilien- und 
Riesensalamandereiern den Versuch unternommen, die anorgani- 
schen Bestandteile in drei verschiedenen Entwicklungsstadien des 
Hynobiuseies zu verfolgen. Dabei wurden Embryo (oder Dotter) 
und Gallert abgetrennt und jedes fiir sich besonders hearbeitet. 
Die quantitative Zusammensetzung der einzelnen Mineral- 
bestandteile Jasst sich aus folgender Zusammenstellung ersehen. 


TABELLE IV. 
Embryo (oder Dotter). 


Gehalt von 1000 Embryo (oder Dottern) an 


Bebritungs- _ ie’ tn ity TeB ars 
dauer f 
in _| Gesamt-|Trocken,| Gestmt! p.0s| CaO | MgO| Cl |SO.Hal SiO. 
Woehen_ | £¢Wie subst. : : z : zg g 
g gs g 
1-2 22,1 2,9226 | 0,0844 | 0,0301] 0,0162/ 0,0090| Spur | 0,0012) 0,0347 
3-4 21,4 2,8690 | 0,2868 | 0,0412) 0,0253} 0,0159| 0,0070] 0,0012) 0,0526 
5-6 iyfak 2,9958 | 0,1820 | 0,0317) 0,0084| 0,0094| 0,0154| 0,0008) 0,0608 
TABELLE V. 
1000 Gallerte verwendet. 
1-2 76,8 0,3756 | 0,0158 | Spur | 0,0008) 0,0025} Spur} Spur] 0,0112 
3-4 59,7 0,4424 | 0,0208 | Spur} 0,0012] 0,0063) Spur} Spur] 0,0098 
5-6 a2yk 0,3232 | 0,0248 | Spur} 0,0006) 0,0015} Spur] Spur] 6,0108 


Bei Betrachtung der obigen Tabellen sieht man, dass der 
Aschengehalt im mittleren Entwicklungsstadium seinen Héhepunkt 
erreicht. 


#.. Uber das Verhalten der N-haltigen Verbindungen bei der 
Bebritung des Kies von Hynobius nebulosus von Kuzusa. 


Tichomiroff (1885) fand, dass die Menge von Guanin. 
Hypoxanthin u.a. wahrend der Bebriitung der Kier von Bombix 
mori betrachtlich zunimmt. Tomita (1921) hat auch angegeben, 
dass die im Hierklar und im Dotter des Hiihnereies vorhandenen 
Reststickstofformen sich wihrend der Bebriitung mit fortschrei- 
tender Entwicklung des Embryos vermehren. Diese Erfahrungen 
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wurden weiter von Nak amura (1928), Iseki und anderen (1933) 
auf Reptilien- und Amphibieneier ausgedehnt. 

Meine Untersuchungen hatten den Zweck, die Keuntnis des 
Stoffwechsels der N-haltigen Verbindungen durch Untersuchung 
der bei der Bebriitung des Hynobiuseies obwaltenden Verhiltnisse 
zu erweitern. | 

Um die Mengenverhiltnisse der Reststickstofformen gegeniiber 
dem Gesamtstickstoff zu finden, habe ich zundchst die Gesamtstick- 
stoffmenge des Embryos (oder Dotters) und des Gallerts auf 
bekannte Weise ermittelt. Die Ergebnisse sind in Tabelle VI 
zusammengestellt. 


TABELLE VI. 
Gesamt- Gehalt an Gesamt-| — Gehalt an 
Bebriitungs- gewicht gewicht 
Se isas Sa der 1000 = = der . 
= pai ee Embryos |Trocken-| Gesamt-| Rest- | Gallerte|Trocken-] Gesamt- 
(od. Dotter) | subst. N {von 1000} subst. N 
g g mg mg |Kiern(g)} g mg 
1-2 21,8 2,8 336,0 11,9 76,8 0,3756 | 46,64 
3-4 21,4 3,1 308,0 29,4 59,7 0,4428 36,82 
5-6 17,0 2,9 297,5 31,5 72,1 | 0,3242] 42,64 


Aus den angefiihrten Befunden ergibt sich, dass die Gesamt- 
und Reststickstoffmengen der Hynobiuseier wie beim Riesensala- 
manderei auffallend gering sind und dass die Reststickstofformen 
sich im letzten Entwicklungsstadium vermehren. 

Was das Kreatin und Kreatinin im bebriiteten Ki betrifft, so 
gvelangten Mellanby (1907), Needham (1925), Sendju (1927), 
Tseki und andere (1933) zu dem Ergebnis, dass das Kreatin sich 
nach der Bebriitung des Hiihner-, Meerschildkréten- und Riesen- 
salamandereies mit fortschreitender Entwicklung des Embryos 
vermehrt, wihrend der Kreatiningehalt fast konstant bleibt. 

In Bezug auf die Harnstoff- und Harnsdurebildung bei der 
Entwicklung des Eies von Reptilien und Amphibien hat sich nach 
Tomita (1928), Takamatsu und Kamachi (1934) ergeben, 
dass sich eine Synthese von Harnstoff sicherlich vollzieht, wahrend 
Harnsiure nicht in wesentlicher Menge gebildet wird. 
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Kreatin und Kreatinin des Embryos wurden nach der Ent- 
eiweissung mit Schenckscher Lisung nach Folin und Denis 
kolorimetrisch bestimmt. Der Harnstoff wurde mit der bekannten 
Xanthydrolmethode nach Fosse (1916) ermittelt. Zur Bestim- 
mung der Harnséure wurde das Verfahren von Firth und Edel 
(1933) angewandt. 

Die Befunde sind kurz in Tabelle VII zusammengestellt 
worden. 


TABELLE VIT. 


Gefundene Menge von 


Gewicht d. oa 
A Zahl der = 2 
Bebriitungs- anieiaat verwendet. Rrestin 
dauer Pabtto Embryos a ; 
in fodee, (oder | Kreatinin Krentinin, Harnstoff |Harnsadure 
Wochen Dotter) Dotter) =e berechnet 
g mg 
1-3 2000 43,2 0,036 |. 0,02 0,0010 
3-4 2000 43,0 0,520 0,220 0,0010 
0,0016 


5-4 2000 34,0 0,600 0,300 


Stellt man die Resultate einander gegeniiber, so findet sich im 
spdteren Stadium eine Vermehrung des Kreatins und Kreatinins. 
Die Menge beider Korper ist aber sehr gering. Eine Synthese 
von Harnstoff vollzieht sich sicherlich, wahrend die Harnsaure- 
bildung sehr fraglich ist. 

Dass die in freier sowie in gebundener Form vorhandenen 
Purin- und Hexonbasen bei der Entwicklung des Vogel- und 
Reptilienembryos unentbehrlich sind, ist schon im hiesigen Institut 
festgestellt worden. Da diese Untersuchungen ziemlich reichliches 
Versuchsmaterial beanspruchten, so konnten wir bisher bei den Am- 
phibieneiern dariiber keine Versuche anstellen. Ich bin dieser 
Frage nun beim I[ynobiusei naher getreten. Als Untersuchungs- 
material verwendete ich bebriitete Eier von Hynobius nebulosus 
von Kazusa, die 1-2 und 3-4 Wochen alt waren. 

Die Purinbasen wurden als Silbersalze gefallt und aus dem 
Filtrat habe ich die Hexonbasen nach Kossel und Kutseher 
(1901) fiir sich allein isoliert. 
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Die Ergebnisse kann man in Kiirze folgendermassen zusammen- 
fassen : 


TABELLE VIII. 


Me Gewicht der | N-Menge in| N-Menge in| N-M in| N-M re 
Beb 3 isis ge in enge in enge in 
y oe a a verwendet. | Purinbasen-| Arginin- Histidin- Lysin- 
Without! Embryos fraktion fraktion fraktion fraktion 
g £ 4 g g 
12 | 120 | 0,063, | 0,007 0,0003 0,(007 
3-4 120 0,0080 | 0,028 0,0017 0,0147 


Aus dem angeftihrten Befunden ergibt sich, dass die Purin- 
und Hexonbasen sich wahrend der Bebriitung mit fortschreitender 
Entwicklung des Embryos vermehren. Eine Zunahme von Lysin- 
stickstoff ist dabei auffallend. ' 


5. Uber Fermente 1m Hynobiuser. 


Wir sind berechtigt, an die Moglichkeit zu denken, dass alle 
tiefgehenden, chemischen Umsetzungen, welche sich in bebriiteten 
entwicklungsfahigen Eiern abspielen, an bestimmte Fermentwir- 
kungen gekniipft sein kénnten. 

Was nun die Fermente im bebriiteten Hiihnerei betrifft, so 
gelangten Miller und Masuyama(1900), Wohlgemuth(1905), 
Roger (1908), Abderhalden und Steinbeck (1910), Komori 
(1924) und andere zu dem Ergebnis, dass im bebriiteten Hiihnerei 
Diastase, Lipase, Protease, Nuklease, Trypsin, Arginase und Phos- 
phatase nachweisbar sind. Im Anschluss an diese Beobachtungen 
hat Sagara (1929) die Fermente im Meerschildkrotenei studiert 
und kam zu dem Schluss, dass sich die Quantitaten der Fermente 
in den verschiedenen Entwicklungsstadien und ihre Lokalisation, 
wenigstens inbezug auf Diastase, Lipase, Nuklease und Trypsin, bei 
Vogel- und Reptilieneiern ganz gleich verhalten. Andererseits hat 
Herlitzka (1907) die Fermentwirkung im Froschei untersucht 
und die Anwesenheit von Indophenoloxydase, Katalase und 
Amylase festgestellt. Kiirzlich hat Takahashi (19384) analoge 
Versuche mit Eiern vom Riesensalamander angestellt und kon- 
statiert, dass Amylase, Nuklease und Glycerophosphatase im Mittel- 
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stadium der Bebriitung im Embryo auftreten. 

Um die Untersuchungen iiber Fermentwirkung bei den sich 
eutwickelnden Eiern zu erginzen und ferner das Verhalten bei 
Vogel-, Reptilien- und Amphibieneiern zu vergleichen, habe ich das 
Studium der Fermente im Hynobiusei unternommen. Dabei diente 
als Untersuchungsmaterial das Hi des Hynobius nebulosus von 
Kazusa und zwar das der letzten Periode der Bebriitung. Von den 
verschiedenen Fermenten wurden Amylase, Nuklease, Phosphatase, 
Lipase, Arginase, Urease, Sulfatase, Protease, Glykogenase und 
Inulase untersucht. 

Die Embryos wurden von der Gallerte und der Perivitel- 
linfliissigkeit abgetrennt, nach dem Zerreiben mit der 10 fachen 
Menge Wasser versetzt und die homogene Fliissigkeit wurde in 
2 gleiche Portionen geteilt, wovon die eine mit der Substratloésung 
durchgemischt und unter Zusatz von Toluol bei 37—38° digeriert 
wurde. Die andere Portion wurde jedesmal unter Innehaltung 
identischer Bedingungen fiir die Kontrollversuche der bei der 
Autolyse von Organmaterial allein auftretenden Umsetzung ver- 
wendet. Eine gleich grosse digerierte wasserige Lésung von Sub- 
straten blieb ganglich ungespalten. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle [IX kurz schematiseh verzeichnet. 


TABELLE IX. 
| Digestionsdauer Embryo (mit Dotter) 
Arten der Fermente in von Mittel- und End- 
Stunden Stadium der Entwicklung 

Amylase | 24 = 
Esterase (Tributyrinase) 24 ++ 
Trypsin 168 aR 
Pepsin 168 — 
Nuklease 48 ++ 
Glykogenase 72 Tore 
Tnulase 72 + 
Arginase 36 te 
Urease 48 = 
Glycerophosphatase 72 +--+ 


Naphthalin-sulfatase 
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Aus den Versuchsresultaten geht hervor, dass sich die Ferment- 
wirkungen im Hynobiusei denen des Vogel- und Reptilieneies sehr 
ahnlich verhalten. 

Fiir die Sammlung der Hier sage ich Herrn Dr. Shigenaga 
Yamasaki in Kazusa meinen besten Dank. Auch Herrn Prof. 
Kunitomo und Dr. 8. Nakamura im hiesigen anatomischen 
Institut sei ergebenst fiir ihre Beihilfe gedankt. 
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UBER DIE ENTGIFTUNGSVORGANGE IM 
KANINCHENORGANISMUS BEI B-AVITAMINOSE. 


Von 


TEKI KUMON. 


(dus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultit 
zu Nagasaki. Ausgefiihrt unter Leitung von Prof. M, Tomita.) 


(Eingegingen am 10. Februar 1935) 


Bei Einfthrung von Giftstoffen in den tierischen Organismus 
werden diese Stoffe, die ja dem tierischen Organismus zum gréssten 
Teil ganz fremd sind, bald nach ihrem Hintritt in eine bestimmte 
Form gebracht, in dieser durch den Korper geleitet und im Harn 
ausgeschieden. Der ganze Vorgang wird als ein Schutz des tieri- 
schen Organismus gegen eindringende fremdartige Stoffe auf- 
gefasst. Manchmal aber erledigt er sich ihrer durch Abbau. Ist 
aus irgend einem Grunde eine Zerstérung der schddlichen Substanz 
unmoglich, so kommt es, wenn irgend moglich, zur Paarung. In 
der Tat ist als sicher festgestellt, dass manchmal eine schaddliche 
Verbindung durch Kuppelung mit bestimmten Produkten wie Gly- 
kokoll, Schwefelséure und Glukuronsadure, in eine unschadliche oder 
doch viel weniger schadliche verwandelt wird. Bei verschiedenen 
Stoffwechselanomalien gehen diese Entgiftungsvorgange nicht 
immer in gleicher Weise vor sich, sondern erfolgen auf verschieden- 
artigen Wegen. 

Es ist heute ganz eindeutig festgestellt, dass die Vitamine un- 
erlassliche Faktoren im normalen Stoffwechsel darstellen. Bei 
ihrem Fehlen treten charakteristische Ausfallserscheinungen auf, 
die auf fiir die einzelnen Vitamine spezifischen Stoffwechsel- 
anomalien beruhen sollen. 

Wihrend einerseits schon vielfach untersucht worden ist, wie 
mannigfaltig der Gesamtstoffwechsel durch die verschiedenen Avit- 
aminosen beeinflusst wird, liegen andererseits in Hinsicht auf den 
intermediaren Stoffwechsel bei Avitaminosen nur sparliche Angaben 
vor. Es ist bekanntlich ein guter Nachweis von Kotake (1931), 
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dass sich bei subeutaner Einspritzung von Tryptophan an Kanin- 
chen, die tage- bis wochenlang mit poliertem Reis ernahrt worden 
sind, eine reichliche Kynureninausscheidung findet, was vielleicht 
durch Schwiche der allgemeinen Oxydationsvorgange bedingt wird. 
Betreffs der Entgiftung bei B-Avitaminose hat andererseits A. Abe 
(1926) den erkrankten Hunden Kampfer, Chloralhydrat und 
Phenol verabreicht und gefunden, dass die entgiftende Wirkung 
dabei herabgesetzt wurde. 

Im Anschluss an die bereits mitgeteilten Beobachtungen habe 
ich den vorliegenden Versuch unternommen, um die Frage klarzu- 
stellen, wie die verschiedenen Entgiftungsvorgange bei Mangel des 
B-Vitamins sich verhalten mégen. Meine Untersuchungen wurden 
ausschliesslich an Kaninchen ausgefiihrt, die wahrend der ganzen 
Zeit der Versuche einer ganzlichen Karenz des Faktors B unter- 
worfen waren. Den Versuchstieren wurden zunadchst Benzoesaure, 
Phenylessigsdure und Phenylpropionsiure verabreicht und die Gly- 
kokoll-Paarung untersucht. Bei Darreichung von Benzoesiiure und 
Hippurséure wurde die Benzoesdureausscheidung genau verglichen. 
Durch Verabreichung von Phenol und Indol hat man den Harn auf 
Atherschwefelsiurebildung verarbeitet. Bei Verabfolgung des letz- 
teren wurde die Indikanbildung gepriift. Die Paarung der 
Glukuronsaure wurde durch Kampferverabreichung vergleichend 
untersucht. Endlich hat man Pyridin dargereicht und die Methy- 
lierungsvorgénge bei normalen und B-avitaminésen Tieren ver- 
gleichend verfolgt. Es zeigt sich dabei, dass die Glykokollpaarung 
bei Benzoeséure-, Phenylessigsiure- und Phenylpropionsiiuredar- 
reichung bei normalen und B-avitaminésen Tieren ganz gleich 
bleibt, wahrend die Paarung mit Schwefelsdure sowie die I ndican- 
bildung und Methylierung bei B-Avitaminose etwas herabeesetzt 
sind gegeniiber normalen Tieren. Merkwiirdigerweise ist die Menge 
der ausgeschiedenen Benzoesdure bei Verabreichung derselben oder 
von Hippursaure bei der B-Avitaminose sehr gering. 
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EXPERIMENTELLE BELEGE. 


A. UBER DIE GLYKOKOLL-PAARUNG IM ORGANISMUS DES 
B-AVITAMINOSEN KANINCHENS. 


Gesunde Kaninchen wurden ausschliesslich mit poliertem Reis, 
Pflanzen6l, Kasein und Salzmischung gefiittert. Nach 3 Wochen 
wurden Benzoesdure, Phenylessigsiure oder Phenylpropionséure 
als Natriumsalz in 10%iger Lésung in tiiglichen Dosen von 1 g per 
Kopf subeutan verabreicht. 


1. Applikation von Benzoeséure. 


Der Harn des Versuchstieres wurde nach Bunge und 
Schmiedeberg (1877) auf Hippurséure und Benzoesdure ver- 
arbeitet. Der mit Sodaldsung alkalisch gemachte Harn wurde 
abfiltriert, das Filtrat mit Essigsaiure neutralisiert und zu dickem 
Sirup eingedampft. Man hat den Riickstand mit kaltem Alkohol 
ausgezogen, die alkoholischen Ausziige eingedampft, mit Salzséaure 
versetzt und dann mit Essigather 5 Mal ausgeschiittelt. Der klare 
Essigitherauszug wurde mit Wasser ausgewaschen und bei massiger 
Temperatur verdunstet, der Riickstand mit Petrolather ausgekocht. 
Die Benzoesaure léste sich in Petrolather, wahrend die Hippursaure 
ungelést im Riickstand blieb. Der Riickstand wurde in heissem 
Wasser gelost, filtriert und bis zur Krystallisation eingeengt. 

Andererseits wurde gesunden Kaninchen Benzoesiure in 
gleicher Weise verabreicht und der Harn nach demselben Verfahren 
bearbeitet. ' 

Die Resultate werden in Tabelle I mitgeteilt. 


2. Applikation von Phenylessigsiure. 

Der Harn wurde eingedampft und mit Alkohol ausgezogen, 
der alkolische Auszug verdunstet, mit starker Salzséure angesduert 
und nach einiger Zeit wurde die abfiltrierte Lésung mit Essigather 
5 Mal geschiittelt, der Essigatherauszug mit Sodalésung und diese 
nach Ansduern mit Salzsiiure wieder mit Essigither geschiittelt. 
Der beim Abdestillieren des Essigathers verbleibende Riickstand 
wurde mit Wasser zum Sieden erhitzt, nach 24 stiindigem Stehen 
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TABELLE I. 
Menge der Hippursiure Benzoesaure 
Art der injizierten ausgeschieden wiedergefunden 
Versuchstiere Benzoesaure Slt wan 
g g Yo g %o 
B-Avitaminose 9,32 8,75 64,01 1,39 14,92 
» ” 9,37 68,54 1,61 17,22 
- 2 9,98 73,01 1,38 14,81 
98 a 8,85 64,74 0,66 7,08 
or 4,24 4,08 65,70 
” 2,96 2,82 64,83 
Gesund 9,22 8,80 64,37 3,44 36,91 
5 as 5,18 37,89 4,17 44,74 
ss a 10,86 79,44 0,74 7,94 
abfiltriert. Beim Einengen des Filtrates schied sich die Phen- 
acetursaure ab. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle II niedergeleet. 
TABELLE II. 
P g , roa iy. 
Mooniraider : rare. pie ea a i 
Art der injizierten a 
Versuchstiere Phenylessigsiure berechnet i ; gefunden hoa 
: g g Yo 
B-Avitaminose 5,00 7,10 3,70 Og LL 
» ” x 4,03 56,76 
Gesund 5,90 7,10 Soli 43,94 
» ” ” 3,88 54,65 
” ” ” 4,61 64,93 


3. Applikation von Phenylpropionsiiure. 


B-avitaminése Kaninchen erhielten je 1,0g Phenylpropion- 
saure als Natriumsalz in 10%iger Lésung subeutan eingespritzt. 
Der Harn wurde nach dem Verfahren von Bunge und Schmiede- 


berg (1877) auf Hippursiure verarbeitet. 


Als Kontrolle hat man 
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gesunden Kaninchen phenylpropionsaures Natrium in gleicher 
Weise verabreicht. 


Die Befunde sind in der nachstehenden Tabelle verzeichnet. 


TABELLE ITI, 


Menge der Hippursiure 
Rot es injizierten 
Wecanchations Phenylprop- berechnet gefunden 
jionsdure = 
g g g Yo 
B-Avitaminose 4,00 4,77 Bele 65,41 
” as + 2,91 61,01 
* s 3 3,23 67,71 
Gesund 4,00 4,77 3,15 66,04 


2 “ os 3,08 64,57 


B. User pAsS VERHALTEN DER HippURSAURE IM TIER- 
ORGANISMUS BEI B-AVITAMINOSE. 


Bei den obenerwahnten Versuchen von Benzoesiureapplikation 
hat man beobachtet, dass die Menge der ausgeschiedenen Benzoe- 
sdure im Harn bei der B-Avitaminose iiberhaupt geringer ist, als bei 
normalen Tieren. Ob dies auf die mangelhafte Ausscheidung der 
Benzoeséure zuriickzufiihren ist oder durch die Spaltungskrafte 
der Hippurséure verursacht wird, ist nicht aufgeklart. So habe 
ich hier einerseits normalen und B-avitaminésen Tieren Hippur- 
sdure verabreicht und die Benzoesdureausscheidung im Harn ver- 
elichen. Andererseits wurde die hippurikatische Wirkung in der 
Leber und Niere bei gesunden und erkrankten Tieren vergleichend 
untersucht. 


1. Applikation von Hippursdure. 

Reine Hippursiure wurde gesunden und B-avitaminosen 
Kaninehen als Natriumsalz in tiglichen Dosen von 1,0 g per Kopf 
in 10% iger Liésung subeutan verarbreicht. Der Harn wurde wie 
oben erwahnt auf Hippursiure und Benzoesiure verarbeitet. 

Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle mitgeteilt. 
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TABELLE IV. 


Menge der Hippursiure Benzoesaure 
Art der injizierten wiedergefunden ausgeschieden 
Versuchstiere Slippuisaures [ee = oe 
g g Yo g Yo 
B-Avitaminose 10,00 8,62 86,20 0,34 4,99 
7 ss 7,86 78,60 0,05 0,73 
” 3 9,26 92,60 0,05 0,73 
= £ 8,10 81,00 0,07 1,03 
Gesund 10,00 8,83 88,30 0,43 6,30 
Fe a 8,24 82,40 1,06 15,54 
x ¥ 7,35 73,50 188 |} 27,54 
s S 9,21 92,10 0,70 10,30 


Es offenbarte sich somit, dass die Benzoesaiureausscheidung bel 
B-Avitaminose deutlich herabgesetzt ist, wihrend die wiedergefun- 
dene Menge der Hippursaure bei normalen und erkrankten Tieren 
fast gleich ist. 


2. Versuche mit Organbrer. 


Bei diesen Versuchen kamen Leber und Niere von gestunden 
und B-avitaminésen Kaninchen in Anwendung. Mit physiologi- 
scher Kochsalzlosung gut gemischter Organbrei von frisch getoteten 
Tieren wurde mit 10 cem einer 10%igen Liésung von hippursaurem 
Natrium nebst Toluol vermischt und unter 6fterem Umschiitteln bei 
38° im Brutschrank belassen. Wurde die Keimfreiheit nach 4 
Tagen nachgewiesen, so wurde das Digerat enteiweisst und aus 
dieser Losung wurden Benzoesiiure und Hippursiiure wie zuvor 
ermittelt. 

Die Befunde sind in der nachstehenden Tabelle verzeichnet. 
Es zeigt sich dabei, dass die hippurikatische Wirkung in der Leber 
und Niere bei gesunden und erkrankten Tieren in gleichem Grade 
zu beobachten war. 

Jeder Versuch war von einem Kontrollversuch begleitet, 
welcher unter genau denselben Bedingungen wie der Hauptversuch 
stand, von dem er sich nur dureh die Anwendung gekochten 
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TABELLE V. 

Benzoesiure Hippur- 

Avi day Menge des | Hippursaure 7 —— siure. 
Vervathetiors verwendeten zugesetzt | berechnet gefunden wieder- 
Organbreies g -| gefunden 

g g %o g 

B-Avitaminose | 5g Leber 1,0 0,6815 0,0195 | 2,86 0,8956 
» % » » ~ 0,0122 | 1,79 0,8682 
Gesund 5g Leber 1,0 0,6815 0,0146 | 2,14 0,9129 

2” a” ” ” 2” 0,0195 2,86 0,9205 
B-Avituminose | 5g Niere 1,0 0,6815 0,0427 | 6,27 0,8180 
. ‘3 35 es 3 0,0238 | 3,49 0,9174 
Gesunid 5g Niere 1,0 0,6815 0,0366 | 5,37 0,8789 

“ 33 < : 3 0,0311 | 4,56 0,6981 


Organbreies unterschied. Bei diesem Kontrollversuch wurde fest- 
gestellt, dass gekochter Organbrei keine hippursdurespaltende 
Wirkung hat. 


(. User pre ArHERSCHWEFELSAUREBILDUNG IM KANINCHEN- 
ORGANISMUS BEI B-AVITAMINOSE. 

Es ist bekannt, dass die Menge der gepaarten Schwefelsdure 
einerseits von der Art der Nahrung, andererseits aber auch von 
der Jntensitat und der Art der Darmfaulnis abhangig ist. Zunachst 
habe ich die Bildung dieser Siure bei gesunden und B-avitaminosen 
Kaninechen verglichen und dann die Verhaltnisse bei Applikation 
von Phenol und Indol untersucht. fe 


1. Vergleichende Bestimmung der Atherschwefelsiéure im 
Harn der normalen und B-avitaminosen Kaninchen. 

Mit dem Harn des Versuchstieres wurden die Sulfatschwefel- 
siure und die Gesamtschwefelsdure nach dem Verfahren von Folin 
(1906) ermittelt. Man ermittelt die Menge der gepaarten Schwefel- 
siiure durch Subtraktion der Sulfatschwefelséure von der Gesamt- 


schwefelsaure. 
Die Resultate sind kurz in folgender Tabelle zusammengestelit. 
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TABELLE VI. 


Tagesmenge der Atherschwefelsiure 
(als BaSO. Lerechnet) 


bei 

B-Avitaminose Gesund 
0,0240¢ 0,0470 g 
0,0360 0,0295 
0,0430 0,0347 
0,0115 0,0340 
0,0400 0,0400 
0,0128 0,0248 
0,0144 0,0168 
0,0210 0,0275 
0,0224 0,0200 
0,0280 
0,0219 


Zwischen beiden Fallen kann man keine grosse Differenz beo- 
bachten. 


2. Applikation von Phenol. 


Gesunden und B-avitaminésen Kaninchen wurde je 10 cem 2,5 
%iger Phenollésung subecutan eingespritzt und der Harn auf 
Atherschwefelsiure verarbeitet. Wie in Tabelle VII verzeichnet, 
ist die Bildung der Phenolschwefelsdiure bei B-Avitaminose etwas 
herabgesetzt gegeniiber normalen Tieren. 


TABELLE VII. 


Atherschwefelsiure 


Menge des (als BaSO, berechnet ) 
Art der injizierten 
Versuchstiere Phenols bereehnet gefunden 
g 
4 g Jo 
B-Avitaminose 0,25 0.6207 0,1372 i7i3 
» ” ” 0,1074 12,32 
” ” ” 0 1041 11,79 
” “s F 0,0645 5,41 
”» aa 3 0,1296 15,90 
Gesund 0,25 0,6207 0,1231 13,87 
” ” 95 0,1849 23,83 
a2 5B ” 0,1363 16,00 
» . 3 0,1256 14,27 
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3. Applikation von Indol. 
Gesunde und an B-Avitaminose erkrankte Kaninchen erhielten 
je 0,15 g Indol in 5%iger Lésung subeutan injiziert. Die Ather- 
schwefelsiure im Harn wurde gravimetrisch nach Folin (1906) 


ermittelt. Die Resultate sind kurz in Tabelle VIII zusammen- 
gestellt. 


TABELLE VIII. 


| Atherschwefelsiure 
Menge des | (als BaSO, berechnet) 
Art der P igAerteny . 4 : SSE 
Versuchstiere Indols | berechnet. gefunden 
4 Ae = = = 
g g Jo 
B-Avituminose 0,15 0,2992 0,1690 49,77 
o a - | 0,1100 30,05 
| 
o + | $ 0,0740 18,01 
» * ay 0,1281 36,10 
» = Ra 0,1639 48,06 
=A 0,10 0,1995 0,1061 | 43,11 
—s = ee a —— seer 
Gesund 0,15 0,2592 0,2800 86,23 
; ; Z 42550 77,87 
53 0,10 0,1995 | 0,1099 44,06 


D. User pie BrnpuNG von HARNINDICAN IM KANINCHEN- 
ORGANISMUS BEI B-AVITAMINOSE. 


Harnindican kommt gewohnlich nicht im Harn des gesunden 
Kaninchens vor, wohl aber nach Kingabe von Indol. Im Harn der 
an B-Avitaminose erkrankten Kaninchen fand ich nur wenig 
Indoxylschwefelsiure. Nach Eingabe von Indol wird eine Ver- 
mehrung des Harnindicans gefunden. Die Ermittelung des Harn- 
indicans wurde nach dem Verfahren von Bouma(1901) ausgefiihrt, 
welches auf der Uberfiihrung des gesamten Indoxyls in Indigrot 
dureh Kochen des Harns mit IJsatinsalzsiure und Titration des 
Indigrots als Indigrotsulfosiiure mit Permangenat beruht. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 1X niedergelegt. 
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TABELLE IX, 


Harnindican (als Indigrot) Harnindican 


Menge des (als 
Art der injigerten = —— a : Indigrot) 
Versuchstiere Indols berechnet gefunden vor der 
g _- Si Injektion 
g g Yo g 
B-Avitaminose 0,15 0,1680 0,0918 50,51 0,0087 
” ” s 0.0603 31,74 0,0077 
” ” 5 0,0856 46,81 0,0090 
” ” % 0,0934 51,44 0,0067 
a 0,10 0,1120 0,0577 45,30 0,0048 
Gesund 0,15 0,1680 0,1242 73,94 
” ” ” 0,1703 101,40 
82,97 0 


as 0,10 0,1120 0,0929 


E. User pig GLUKURONSAURE-PAARUNG IM KANINCHEN- 
ORGANISMUS BEI B-AVITAMINOSE. 


Gepaarte Glukuronsduren finden sich im normalen Kaninchen- 
harn in kleinen Mengen. Kiinstlich zugefiihrter Kampfer paart 
sich yorzugsweise mit Glukuronsiure. Gesunde und an B-Avit- 
aminose erkrankte Kaninchen erhielten je 0,4g@ Kampfer in 10 
Yiger Olivendllésung subcutan eingespritzt. Die gepaarte Glu- 
kuronsdure im Harn wurde nach Jolles(1909) als Furfurolphloro- 
glucid gravimetrisch bestimmt. Die Resultate sind in Tabelle X 
verzeichnet. ; 

Aus den Daten der Tabelle ist zu ersehen, dass sich die Glu- 
kuronsaurepaarung bei gesunden und an B-Avitaminose erkrankten 
Kaninechen fast in gleichem Grad vollzieht. 


F. User pie Meruyiuiervne pes Pyripins mt KANINcHeEN- 
ORGANISMUS BEL B-AviraMINOSE, 

Tomita (1921) hat festgestellt, dass das Kaninchen befihigt 
ist, wenn auch in geringerer Menge, eingegebenes Pyridin in die 
Methylverbindung iiberzufiihren. Gesunde und B-avitamindése 
Kaninchen erhielten je 2,0 g Pyridin tiiglich als essigsaures Salz in 
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TABELLE X. 


Art der 
Versuchstiere 


b-Avitauminose 


2”? 


Menge des 
injizierten 
Kampfers 


Gepaarte 

Glukuron- 

sdure vor- 
der Kampfer- 
injektion. (als 


Gepaarte Glukuronsiure 
(als Furfurolphloroglucid ) 


berechnet gefunden ink kc 
—— ; —| phloroglueid) 
g g Yo g 
0,5368 0,0912 12,41 0,0217 
5 0,1604 25,30 0,0325 
Pe 0,1325 20,10 0,0263 
“3 0,1580 24,85 0,0295 
5 0,1134 16,54 0,0213 
3 0,1276 19,19 0,0162 
0.5368 0,1249 18,29 0,0283 
5 0,1425 21,57 0,0312 
er 0,1550 23,90 0,0269 
- 0,1658 25,91 0,0277 
5 0,1597 24,78 0,0262 


0,1454 22,11 


10%iger Lisung subeutan injiziert. 


Der Urin des Versuchstieres 


wurde genau nach Tomita auf Methylpyridylammoniumhydroxyd 


verarbeitet. 


e 
Art der 
Versuchstiere 


B-Avitaminose 


” 


” 


Gesund 


Die Ergebnisse gehen aus folgender Ubersicht hervor. 


Menge des 
injizierten 
Pyridins 


berechnet gefunden 

4 g i 

49,04 0,0416 0,0848 
# 0,0340 0,0693 
ay 0,0675 0,1376 
0,0560 0,1142 

49,04 0,0545 0,1111 
5 0,0659 0,1344 
a3 0,0882 0,1799 


0,0593 


0,1209 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Sowohl bei gesunden, als auch bei an B-Avitaminose 
erkrankten Kaninchen zeigte sich kein auffallender Unterschied in 
der Glykokollpaarung der verabreichten Benzoesiure, Phenylessig- 
siure und Pheny!propionsaure. 

2. Die Benzoesdéureausscheidung im Harn bei der Applikation 
von Benzoesiure oder Hippursiure ist bei B-Avitaminose deutlich 
herabgesetzt. 

3. Die hippursiurespaltende Wirkung in der Leber und Niere 
war bei gesunden und B-avitaminésen Tieren in gleichem Grade 
zu beobachten. ; 

4. Die Paarung der Atherschwefelsiure nach Eingabe von 
Phenol und Indol ist bei der B-Avitaminose immer schwicher als 
bei gesunden Tieren. 

5. Harnindican kommt gewohnlich nicht im Harn des gesun- 
den Kaninchens vor, wahrend im Harn der an B-Avitaminose 
erkrankten Tiere nur wenig Indoxylschwefelsdure nachweisbar ist. 

6. Die Bildung des Harnindicans nach EKingabe von Indol 
ist bei der B-Avitaminose etwas geringer als bei gesunden Tieren. 

7. Inbezug auf Glukuronsdurepaarung ist keine deutliche 
Differenz bei gesunden und an B-Avitaminose erkrankten Tieren 
zu beobachten. 

8. Bei B-Avitaminose scheint die Methylierung des ver- 
abfolgten Pyridins gegeniiber den normalen Tieren etwas _ her- 
‘ abgesetzt zu sein. . 
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FERMENTWIRKUNG IM VOGELORGANISMUS 
BEI B-AVITAMINOSE. 


Von 


8S. TSUNOO, M. TAKAMATSU, T. KAMACHI vu. M. IMAIZUMI. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultat 
Nagasaki. Ausgefiihrt unter Leitung von Prof, Dr. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 10. Februar 1935) 


Uberall, wo sich Lebensvorgange abspielen, begegnen wir den 
Fermenten. Wir sind berechtigt, an die Moglichkeit zu denken, 
dass alle tiefgehenden chemischen Umsetzungen, welche sich in 
lebenden Organismen abspielen, an bestimmte Fermentwirkungen 
gekniipft sind. Fermente sind es, die die Wechselbeziehungen 
zwischen den verschiedenen Organismen erméglichen. Sie zerlegen 
art- und kérperfremdes Material in neutrale Verbindungen und 
schaffen so das Bau- und Betriebsmaterial fiir den einzelnen 
Organismus und die einzelnen Zellen. Die Fermente beherrschen 
und vermitteln also den gesamten Zellstoffwechsel. 

Allen Bemiihungen zum Trotz kennen wir von den Fermenten 
einstweilen nur ihre Wirkung und die Bedingungen, die notwendig 
sind, um diese in jedem Einzelfalle zu entfalten. Grosse Fort- 
schritte sind auf dem Gebiete der Reindarstellung bestimmter 
Fermente erst in der letzten Zeit erzielt worden. Dariiber hinaus 
sind ganz neue Einblicke in die fiir die Fermentwirkung  not- 
wendigen Bedingungen moglich geworden. 

Es sind mannigfache Bestandteile des pflanzlichen wund 
tierischen Organismus bekannt, die zur Gruppe der Aktivatoren 
sogenannter Vorstufen von Fermenten oder der Kofermente 
gehéren und anregend auf verschiedene Fermentfunktionen ein- 
wirken. 

Seit dem K. Kurono (1915) gezeigt hatte, dass die Vitamine 
den Prozess der alkoholischen Zuckerspaltung férdern, ist die Rolle 
der vitaminhaltigen Stoffe aus den Tier- und Pflanzenreich in sehr 
zahlreichen Arbeiten nach der gleichen Richtung hin untersucht 
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worden, wobei vielfach positive Resultate erzielt werden konnten. 
Man hat nun natiirlich die Frage aufgeworfen, wie man sich 
die Wirkung der Vitamine auf die Alkoholgarung zu erklaren hat. 
Wie Tomita (1922) hervorgehoben hat, sieht man eine Ahnlich- 
keit in der Wirkung der Vitamine mit einer anderen Klasse von 
Substanzen, den sogenannten Hormonen. Analog derjenigen der 
Hormone kann man sich die Wirkung der Vitamine auf die 
Fermenttatigkeit vorstellen. Dabei lasst sich eine Spezifikation 
angesichts der Reizwirkung der Hormone und Vitamine denken. 
Um die Frage, wie weit die Wirkung der verschiedenen Organ- 
fermente dureh Vitamine beeinflusst wird, auf dem experimentellen 
Wege zu entscheiden, sind Fermentuntersuchungen bei Avit- 
aminosen sehr geeignet. Wir haben zunachst die Leber. die Niere, 
die Milz, die Bauchspeicheldriise, den Darm und den Hoden der 
B-avitaminésen Vogel auf Nuklease, Phosphatase, Glykogenase, 
Amylase, Urease, Lipase, Arginase und Protease untersucht. 


EXXPERIMENTELLES. 


Wir wahlten als Versuchstiere Tauben und Hiihner und ver- 
abreichten ihnen B-factorfreies Futter. Nach etwa 3 Wochen 
zeigten die Tiere die charakteristischen Symptome. Die Tiere 
bewegen sich schwerfallig und sehwankend fort. Es folgen Tragheit 
und Unbeholfenheit, Unsicherheit, Ungeschicklichkeit. Unent- 
schlossenheit und schlechtes Beherrschen des Gleichgewichtes. 

Die Organe der B-avitaminésen Tiere wurden nach dem Zer- 
hacken mit der 10 fachen Menge Wasser versetzt und der homogene 
Brei wurde in 2 gleiche Portionen geteilt, wovon die eine der Sub- 
stratlosung beigemischt und unter Zusatz von Toluol bei 37-38° 
digeriert wurde. Die andere Portion wurde jedesmal unter In- 
nehaltung identischer Bedingungen fiir die Kontrollversuche der 
bei der Autolyse von Organmaterial allein auftretenden Umsetzung 
verwendet. Selbstverstiindlich wurde durch einen weiteren Kon- 
trollversuch untersucht. wie sich eine gleiche grosse «digerierte 
wassrige Lésung von Substraten dabei verhalt. 

Bei der Untersuchung von Amylase wurde 1% Dextrinlisung 
als Substrat verwendet. Der abgespaltene Zucker wurde nach 
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Bertrand ermittelt. Esterasewirkung in dem Versuchsmaterial 
haben wir nach dem Rona-Michaelisschen Verfahren mit Tri- 
butyrin untersucht. Beim Versuche von Trypsinwirkung wurden 
0,5 ¢ Génsemuskel als Substrat benutzt. Bei der Ureaseunter- 
suchung benutzten wir 10% Ureaselésung als Substrat und Phos- 
phatgemisch als Pufferlésung. Glycerophosphatasewirkung haben 
wir mit glycerinphosphorsaurem Natrium untersucht. Beim 
Versuche betreffend Nukleasewirkung wurde nukleinsaures Natrium 
als Substrat benutzt. Die abgespaltene Phosphorsdure wurde nach 
Neumannermittelt. Bei der Untersuchung der Arginasewirkung 
diente als Substrat das kohlensaure Arginin. 

"Die Ergebnisse sind, auf 100g frisches Material berechnet, 
in den folgenden Tabellen (Tab. I-VIII) schematisch verzeichnet. 


TABELLE I. 
Nuklease. 
Abgespaltene Phosphorsadure 
(als P2Os)mg 
Versuchs- Verwendet. aguetinny = = 
tiere Organ y Sauer : 
in Tagen bei bei 
B-avitamino- gesunden 
sen Tieren Tieren 
Taube Niere 3 4273 9693 
24 es 55 4796 
Huhn Leber 3 1575 1342 
» ” ri 1086 1805 
55 Niere as 1725 966 
9 Bs “ 1728 1245 
” ” 9 3012 1362 
$5 Milz i, 1153 3821 
” ” ” 709 9549 
i Hoden a 397 1058 
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TABELLE II. 
Glycero-Phosphatase. 


Abgespaltene Phosphorsaure 
(als PoOs)mg 


Versuchs- Verwendet. os 2 LS Cs SSS ET Spe ie 
tiere Organ 7 eee bei bei 
“. B-avitamin6- gesunden 
sen Tieren Tieren 
Taube Leber 38 2774 1470 
- fs, 5 3599 1684 
es i e 1082 
Ee Niere . 8722 7052 
% " - 9166 20284 
. a Bs 8101 28727 
- Darm a 10861 5992 
” Py B 7354 3267 
Huhn Leber 2 3191 2783 
” 3 ” 3432 2695 
” 2”? ” 1703 
a5 Niere a 3914 2726 
” »” ” 4456 © 6384 
he 3 e 4678 6930 
is Milz bs 4454 3895 
2? +»? 23 4606 2776 
” 9? ”» 3499 4693 
TABELLE III. 
Glykogenase. 
wet digesters 
Versuchs- Verwendet. sa og bic lait 
tiere Organ ‘i Tagen bei bei 
B-avitamin6- gesunden 
sen Tieren Tieren 
Taube Leber 1 5833 5358 
9 > - 8095 4676 
% »” : ” 3502 1659 
5 Pankreas = 87100 141571 
s is 88250 42000 
aS Darm ~ 8796 3424 
ff a - 687 2817 
Huhn Leber i 7100 2137 
M es 6061 652 
” ” ” 5802 
, Hoden - 4930 2789 
” ” ” 3017 


» » » 2076 
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TABELLE LV. 


Amylase. 
Abgespaltener 
: : Traubenzucker mg 
Versuchs- Verwendet. eames 
tiere Organ in Tagen bei an bei 
B-avitamino- gesunden 
sen Tieren Ticren 
Taube Leber 1 14766 4868 
» 3 = 12358 4510 
” ” 2”? 10017 
%, Pankreas = 104777 30033 
9» * x 65629 122625 
” 9 5 53966 100666 
5 Darm a 13085 19861 
3 ” > 11109 12559 
os 9 ss 12036 11818 
Huhn Leber ut 6365 2758 
ry) » = 7270 1644 
2” ” ” 6092 
Es Pankreas os 23402 28882 
” 2 er) 50937 46v80 
» ” 5 45160 
a3 3” ” 44999 
a Hoden ee 9116 6971 
> +) »” 4836 
* % ” 3012 
TABELLE V. 
Urease. 
n/10-H2SO.-Menge(cem) bei 
sieettons- Titration des abgespaltenen 
Versuchs- Verwendet. pane Ammoniaks 
tiere Organ in Ts : = 
ee B-avitamin6- gesunden 
sen Tiecren Tioren 
Taube Leber 3 110 1809 
a” ” ” 85 
me Niere os 1192 1740 
2? a a? 887 
Huhn Leber a 3637 59 
a _ Fe 177 19 
a” 3 ” 84 
a Niere . 97 133 


» 3» ” 


135 120 


” 15220 


$+ 
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TABELLE Vi. 
Esterase. er etn 
— Gebrauchte n/10-NaOH- 
Versuchs- Verwendet. ee eet . 
ass Oren in Tagen | B-avitamind-| gesunden 
sen Tieren Tieren 
Taube Pankreas 3} 17792 8773 
a a 2 10317 4750 
” 29 5 2610 
‘Huhn Pankreas 3 4278 665 
3 ” 2»? 4183 71 
, 9 ” 2” 3069 
TABELLE VIT. 
Arginase. 
Abgespaltene Harnstoffmenge 
Vorsuahe: Taeindel, ect als Dixanthylharnstoff g 
-iere 0 s : 
foere a in Tagen B-avitaminé- | gesunden 
sen Tieren Tieren 
Taube Leber 53 0,894 0,787 
a - ES 1,355 0,014 
»” ” a” 0,364 
” 2 ” 0,787 
9 » ” 83,272 
oe 5 5 73,462 37,914 
Huhn Leber 3 2,470 0,950 
” ” ” 7,460 
» » 5 3,389 
TABELLE VIIT. 
Protease. 
" : _ _Rest-N-Menge 
Versuchs- Verwendet. Digestions- (als n/10-H2SO,)eem 
tiere Organ , dauer 
in Tagen B-avitaminé- | gesunden 
sen Tieren Tieren 
Taube Pankreas. 7 17752 20700 
% ” » 8458 25108 
be ce E | 11539 
” : ” ” | 44994 
Huhn Pankreas vf 10306 1973 
” » 2” ” 12000 
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ZUSAMMENEFASSUNG., . 

Ks bestehen hinsichtlich der Fermentwirkung der tierischen 
Organe grosse individuelle Schwankungen und keine sehr wesent- 
lichen Unterschiede zwischen den Geweben von gesunden und B- 
avitaminoésen Tieren. 

Man hatte vielleicht eine allgemeine verminderte Ferment- 
hbetatigung bei B-Avitaminose erwarten sollen. Bei wnserer 
Versuchsanordnung ist ja die Hydrolyse der Glycerinphosphor- 
sdure durch Nierenphosphatase der B-avitaminésen Vogel schwicher 
als bei den gesunden Tieren. Inbezug auf Pankreasesterase und 
Leberamylase trat jedoch das Gegenteil zutage, indem das Vogel- 
pankreas bei B-Avitaminose kraftiger yerseifend wirkt und die 
Leber derselben Tiere zugesetzte Polysaccharide starker angriff als 
bei gesunden Tieren. 


LITERATUR. 4 
Kurono, K. (1915): Jl. of the Coll. of Agricul. Imp. Univ. Tokio, 5, 305. 
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UBER DIE EXTRAKTIVSTOFFE DES MUSKELS BEI 
RIESENSALAMANDERN (MEGALOBATRACUS 
JAPONICUS) IM WINTERSCHLAF. 


Von 


TAKESL IWASAKI. 


(Aus dem Physivlogisch-chemischen Institut gu Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 12. Februar 1935) 


Die Untersuchung uber die Extraktivstoffe der Organe und 
Gewebe von verschiedenen Tieren ist nicht nur vom Standpunkt 
der vergleichenden Biochemie aus von Bedeutung, sondern auch 
fiir die Erkennung des intermedidren Stoffwechsels des specifischen 
Tierorganismus. Entwicklungsgeschichtlich bestehen zwischen den 
Wirbeltieren und den wirbellosen Tieren sowie zwischen den 
warmbliitigen und kaltbliitigen Tieren Unterschiede in den 
Bestandteilen der Extraktivstoffe. Seit langem haben daher viele 
Forscher die Extraktivstoffe der Organe und Gewebe von zahl- 
reichen héheren und niederen Tieren untersucht, und zwar ist 
besonders der neue systematische Versuch tiber den Extraktivstoff 
der Wirbellosen von Kutscher, Ackermann, Gulewitsch und 
ihren Schiilern hervorzuheben. Von ihnen wurde der Extraktiv- 
stoff sowohl der niederen Tiere als auch der hodheren Saugetiere 
eingehend untersucht, aber der der Zwischenklassen nur sehr wenig. 

Dabei haben sie jedoch der Lebensweise des entsprechenden 
Tieres keine Aufmerksamkeit geschenkt, durch welche doch der 
intermediadre Stoftwechsel stark beeinfiusst werden muss, namlich 
der Aussentemperatur oder der Stirke des Sonnenlichtes bzw. der 
Ernidhrung. Bekanntlich ist die Leber oder der Muskel ein Reser- 
veeewebe der Stoffe, die einerseits als Energiequelle, andrerseits 
als Stoffwechselregulator, wie das Ferment oder das Hormon, 
dienen sollten. Hs ist also selbstverstaéndlich, dass sich der 
Bestandteil solehen Gewebes unter besonderen Bedingungen wie 
verschiedene Lebensweise des Tieres je nach der Jahreszeit, in 
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einem gewissen Masse verindert. im diesem Sinne wurden die 
stickstoffhaltigen Extraktivstoffe der Krétenleber in der Sommer- 
zeit von Shibuya (1931) und die in der Winterzeit von Makino 
(1933) untersucht. Nach diesen beiden interessanten Arbeiten ist 
ein grosser Stoffwechselunterschied zwischen der Wach- und 
Winterschlafzeit festgestellt, es tritt namlich im Sommer in der 
Leber ein fiir das Leben notwendiger Stoff wie Tyrosin, das als 
eine Muttersubstanz des Thyroxins oder Melanins betrachtet wird, 
ausserordentlich viel stirker auf als im Winter. Die Aminosiuren 
wie Leucin, Alanin bzw. Valin, die sich alle an der Glykogenie der 
Leber beteiligen kénnen, verhalten sich dagegen gerade umgekehrt. 
Wenn man fiir die Untersuchung des Extraktivstoffes den 
Muskel von solchen Tieren, die durch besondere Bedingungen ihre 
Lebensweise plétzlich veriindern, zur Verfiigung gestellt hatte, so 
hitte man die verschiedenen Hinfliisse auf den Tierorganismus noch 
iiberzeugender verstaéndlich machen kénnen. In diesem Sinne habe 
ich als Versuchsmaterial die Muskulatur von Megalobatracus 
Japonieus (Riesensalamander) im Winterschlaf gewahlt. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


Die Tiere wurden im Friihling, im Marz gefangen und unter 
Knthdutung sofort ausgeweidet. Die abgetragenen Muskeln, 
insgesamt 4,5 Kg, wurden sofort in Alkohol gebracht. Nach Aus- 
pressung des Alkohols aus den Muskeln wurden diese mittelst der 
Hackmaschine zerkleinert und samt dem alkoholischen Auszug mit 
der dreifachen Menge Wasser versetzt, unter Erwarmung bei 45- 
55°C gut durchgertihrt und koliert. Der stark abgepresste Riick- 
stand wurde nochmals in gleicher Weise griindlich mit Wasser 
ausgezogen. Die vereinigten Ausziige wurden zwecks Enteiweis- 
sung mit Tannin, Baryt, Schwefelsiure, Bleioxyd und Schwefel- 
wasserstoft hintereinander behandelt. Dieser von Eiweiss befreite 
Auszug wurde im Vakuum unter 40°C bis auf ein Liter eingeengt. 
Ks schieden sich dabei farblose glanzende Krystalle so reichlich ab, 
dass die Fliissigkeit sich durch weitere Einengung in einen dicken 
Krystallbrei verwandelte. Die Krystalle wurden abgesaugt, mit 
absolutem Alkohol, dann mit Ather gewaschen. Die rohe Ausbeute 
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betrug 27g. Dureh nochmalige Umkrystallisation aus warmem 
Wasser wurde ein farbloses glanzendes monoklines Prisma erhalten, 
welches ausschliesslich aus Kreatin bestand. Beim Kochen mit 
verdiinnter Schwefelsiiure geht es leicht in Kreatinin iiber, welches 
nach der WeylIschen und Jaffeschen Probe und durch das Zink- 
ehloriddoppelsalz erwiesen wurde. 


0.1190 g Subst. verloren 0,0146 g H20. 

CyHyN30.°H2O Ber. 12,16% HeO; Gef. 12,26% H.0. 

0,1655 g Subst. nach Kjeldahl verbrauchten 37,6 eem n/10 H2SO. 
Cy;H»N30, Ber. 32,009 N; Gef. 31,84% N. 

Die Mutterlauge yon Kreatin wurde weiter im Vakuum zu 
emer dicken Fliissigkeit eingeengt, dabei aber schieden sie ausser 
Kreatin keine Krystalle, wie Tyrosin, Leucin, mehr ab. Die von 
Kreatin befreite verdickte Fliissigkeit wurde wieder mit Wasser 
auf ca. 1 Liter verdiinnt und mit Ather 72 Stunden lang mittels 
des Suto-Kumagawaschen Extraktionsapparates extrahiert, um 
die Fette und Phosphatide zu entfernen. Bei stark schwefelsaurer 
Reaktion wurde sie wieder in gleicher Weise mit Ather extrahiert. 
Aus dem letzten Atherauszug wurde d-Milchsiaure als Zinkdoppel- 
salz isoliert. Die Ausbeute betrug 57 g, die wassrige Lésung drehte 
das polarisierte Licht nach links. 


0,4234 ¢ Subst. verloren 0,0572 g H.O. 

(C3H;03)2 Zn+2H2O0: Ber. 12,89% H2O; Gef. 13,48% H.0. 

0,2612 ¢ Subst. gaben 0,0887 g¢ ZnO. 

(C3H;03)2 Zn: Ber. 26,9% Zn; Gef. 27.2% Zn. 

Die von Milchsdiure befreite saure Fliissigkeit wurde unter 
weiterem Zusatz von Schwefelsiure (5%) mit Phosphorwolfram- 
sdure gefallt. Diese Fallung wurde in tiblicher Weise unter Be- 
freiung von Phosphorwolframsaure in eine Purinbasen-, Histidin-, 
Arginin-, und Lysinfraktion aufgeteilt. 

Die von der Basenfallung abfiltrierte Fliissigkeit wurde unter 
Entfernung von Phosphorwolframséure wieder zu einem Sirup 
eingeengt. Nach mehrtaigigem Stehen im Hisschrank schied sich 
ein betriichtlicher Krystall ab, der scharf abgesaugt und aus 
warmem Wasser umkrystallisiert wurde. Ausbeute ca.lg. Dieser 
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Krystall erwies sich als Kreatin. 

Aus der Aminosaurenfraktion wurde alist weder Tyrosin noch 
Leucin isoliert, dessen Vorkommen beim Muskel von Saéugetieren 
gewohnlich erwartet wird. 


Purinbasenfraktion. 

Aus dieser Fraktion stellte ich nach Shimizu (1921) Adenin, 
Xanthin und Hypoxanthin frei und als Pikrat fest. Das in fein 
gruppierten Nadelchen krystallisierte Adeninpikrat schmilzt bei 
279-281°C. <Ausbeute 0,136 g. 

1,957 mg Subst.: 0,568 cem N (29,5°, 758,7 mm). 

CsHsN;*CeH30;N3: Ber. 30,78% N; Gef. 30,74% N 

Das von Ammoniak gereinigte Xanthin zeigte prachtvolle 
Xanthinreaktion und Weydelsche Reaktion; seine Ausbeute 
betrug 0,850 ¢. Es wurde weiter als salpetersaures Xanthinsilber 
identifiziert, mdem das in verdiinnter Salpetersdure gelodste 
Xanthin mit Silbernitratlosung gefallt und aus verdiinnter 
Salpetersdure umkrystallisiert wurde. 

2,178 mg Subst.: 0,457 cem N (26,0°, 760,5 mm). 

6,2 mg Subst. lieferten 2,3 mg Ag.O. 

C;H4NsO2: AgNO3: Ber. 21,75% N, 33,50% Ag. 
Gef. 22,71% N, 34,53% Ag. 

Das Hypoxanthin wurde als Pikrat identifiziert, welches aus 
heissem Wasser umkrystallisiert und als ein charakteristischer 
wetzsteinformiger Krystall erhalten wurde, der bei 270°C schmilzt. 
Ausbeute 0,040 e. 

1,928 mg Subst.: 0,489 cem N (30,5°, 76,0 mm). 

CgH4ONg : CgH307Ng: Ber. 26,86% N; Gef. 26,80% N. 

Trotz der vorsichtigen Untersuchungen konnte ich Guanin in 
dieser Fraktion nicht finden. 


Histidinfraktion. 
Die von Purinbasen befreite Basenlésung wurde im Vakuum 
zu einem Sirup eingeengt. Die dabei ausgeschiedene geringe 
Krystallmenge wurde scharf abgetrennt und aus heissem Wasser 
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tunkrystallisiert. Ausbeute 0,1 g. 

Der Krystall gab Weylsche und Jaffesche Reaktion fiir 
Kreatinin und lieferte mit Salzsiure ein in Prismen krystallisie- 
rendes Chlorid, welehes bei 275-281°C schmilzt. . 


2,158 mg Subst.: 0,572 cem N (27,0°, 759,0 mm). 
C,H,;ON,- HCI: Ber. 28,10%N; Gef. 28,49% N. 

Die von Kreatinin befreite Mutterlauge, die mit Diazobenzol- 
sulfosaure eine intensive Rotfarbung ergab, wurde mit Hilfe von 
Quecksilbersulfat bei schwefelsaurer Reaktion nach Kossel u. 
Patten(1903) fraktioniert. Diese Fallung wurde nach Beseitigung 
von Quecksilber und Schwefelsiure mit alkoholischer Pikrolonsdure 
gefallt, um das Histidin als Dipikrolonat zu isolieren. Es besteht 
aus hellgelben biischelf6rmig gruppierten Nadelchen und schmilzt 
unter Zersetzung bei 225°C. Die Ausbeute betrug 0,20 eg. 

2.575 mg, 2,671 mg Subst.: 0,521 cem, 0.545 cem N 
(20,5°, 756,6 mm). 
CeHoN30. - (CioHsO5N4)2: Ber. 22,55%N ; 
Gef. 22,41% N, 22,70% N. 

Das von der Quecksilberfallung abgetrennte Filtrat wurde in 
(lie kohlensaure Basenlésung verwandelt, im Vakuum bis zum 
Trocknen eingedampft und mehrfach mit siedendem Alkohol aus- 
gezogen. Der im Alkohol unldésliche Riickstand wurde in Wasser 
yelost, mit basischem Kupferacetat gekocht und filtriert. Das 
Filtrat wurde wieder eingeengt, wobei weder Blaufarbung noch 
Krystallisation auftrat, was auf kein Carnosinkupfer hinweist. 


Argininfraktion. 

Beim Abdampfen der kohlensauren Basenlosung im Vakuum 
kamen wenige Krystalle zur Abscheidung, die sich aus heissem 
Wasser in farblosen feinen Prismen krystallisierten.(0,12 g¢) Sie 
erwiesen sich mittelst der Weylschen und Jaffeschen Reaktion 
und der Bildung des Chlorzinkdoppelsalzes als Kreatinin. Die 
von Kreatinin abgetrennte Mutterlauge, die Sakaguchische 
Farbenreaktion ergab, wurde vorsichtig behandelt, um das Arginin 
abzufangen. Ein kleiner Bruchteil dieser Basenlésung wurde 
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probeweise mit Kupfercarbonat bei salpetersaurer Reaktion gekocht, 
filtriert und eingeengt, wobei weder die Blaufirbung noch eine 
Krystallisation beobachtet wurde. Der andere kleine Bruchteil 
wurde mit gesdttigter Pikrinséurelésung versetzt und die dabei 
ausgeschiedene Fallung aus heissem Wasser umkrystallisiert. Hs 
krystallisiert sich aus Wasser entweder in eigelben schmalen Tafeln 
(0,02 g) oder in orangefarbenen kurzen Tafeln (0.032). Diese 
dimorphe Krystallisation und der Sehmelzpunkt des Pikrates 
201°C lassen das Vorhandensein von Methylguanidin vermuten. 


2,2445 mg Subst.: 0,568 cem N (22,0°, 765,4 mm). 
C2H7Ng3*CeH3Ns07: Ber. 27,90% N; Gef. 27,82% N. 

Um dieses Methylguanidin vollstandig zu isolieren, wurde die 
iibrige Basenlésung nach Kutscher u. Lohmann (1906) mit 
alkoholischer Pikrolonsiureldsung versetzt. Der abfiltierte Nieder- 
schlag wurde aus heissem Wasser mehrmals umkrystallisiert. Das 
in kleinen Drusen von orangeroten Sdulchen krystallisierte Pikro- 
lonat schmilzt unter olivgrtiner Verfarbung bei 235°C, bei 291°C. 
Die Ausbeute betrug 0,7 g. Den physikalischen Kigenschaften und 
der Elementaranalyse nach stimmt es mit dem Methylguanidin- 
pikrolonat tiberein. 

4.5782 mg Subst.: 7,090 mg COs, 1,821 me H.0. 

2,472 mg Subst.: 0,634 cem N (19°, 767,7 mm). 

CoH Nz - CioHsO5Ni4: Ber. 42,71% C 448% H 29,06%N. 
Gef. 42.24% C 4.45% H 29,05% N. 

Das von Methylguanidin befreite Filtrat wurde von Pikrolon- 
siure befreit, mit Hilfe von Phosphorwolframsiiure in die kohlen- 
saure Basenldsung verwandelt und im Vakuum auf ein kleines 
Volumen eingeengt. Dieser wurde unter schwacher Ansiiuerung 
mit Salzsiure eine 10%ige wissrige Goldchloridlisung zugefiigt. 
Der dabei entstandene Niederschlag erwies sich als reduziertes 
metallisches Gold. Aus dem Filtrat der Goldchloridfallung wurde 
die Basenlésung wieder durch Phosphorwolframsiure regeneriert, 
eingeengt und mit wiissriger Flaviansiurelésung versetzt. Am 
nachsten Tage wurde die Fillung abgesaugt und aus Wasser 
mehrmals umkrystallisiert. Der in Drusen von feinen eigelben 
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Nadelehen gruppierte Krystall sehmilzt bei 201°C. Ausbeute 
0,60¢. Das hier gewonnene Flavianat stimmt nicht mit Argin- 
inflavianat, welches nach Kossel u. Gross (1924) in orangeroten 
Prismen krystallisiert und bei 258°C schmilzt, iiberein. Dieses 
neue Flavianat soll noch weiter genau verfolet werden. ‘Trotz 
energischer Verfolgung wurde das in der Argininfraktion gesuchte 
Arginin nicht gefunden. Die positive Sakaguchische Reaktion 
in dieser Fraktion muss also wohl auf dem Methyleuanidin beruhen 
(Poller 1926). 


Lysinfraktion, 

Das von der Silberfallung der Argininfraktion befreite Filtrat 
wurde in tblicher Weise behandelt, in kohlensaure Basenlosune 
verdandelt und im Vakuum zu Sirup eingedampft. Der Sirup 
wurde unter Ansaéuerung mit Salzsiure im Vakuum bis zum 
Troecknen yverdampft und mit absolutem Alkohol mehrmals 
erschépft, wodurch die zurtickgebliebenen anorganischen Salze 
volilstandig beseitigt wurden. Der vereinigte alkoholische Auszug 
wurde unter Abdunsten des Alkohols wieder mit Salzséure ange- 
siiuert und mit gesattigter alkoholischer Sublimatlésung gefallt. 
Der mit Alkohol gut gewaschene Sublimatniederschlag wurde mit 
Schwefelwasserstoff zerlegt, bis zum Trocknen abgedampft und 
mit Alkohol extrahiert. Diese alkoholische Lésung wurde mit 
alkoholischer Platinchloridlésung versetzt; die Fallune wurde mit 
Alkohol gewaschen und aus salzséuresaurem heissem Wasser 
umkrystallisiert. Dabei schied sich ein feiner organgeroter octaedri- 
scher Krystall in geringer Menge ab. Er schmilzt bei 234°C. Der 
Krystallform und dem Schmelzpunkt nach handelt es sich hochst- 
wahrscheinlich um das Cholinchloroplatinat, dessen Menge zur 
Analyse leider nicht ausreichte. Aus dem Filtrat der Sublimat- 
fallune wurde in tiblicher Weise die Basenloésung wiederhergestellt 
und unter Ansduerung mit Salzsiure mit einer alkoholischen 
Natriumpinkratlésung gefallt. Die Falling wurde aus heissem 
Wasser umkrystallisiert, wobei eine yoldgelbe feine Nadel erhalten 
wurde, die bei 256°C schmilzt. Ausbeute 0,32 g. 

3.916 me Subst.: 0,635 eem N (21,5°, 759,0 mm). 
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(g6Hi1402Ne2°CoH3sN307: Ber. 18,67% N;_ Gef. 18,66% N. 

Dies stimmt mit Lysinpikrat tiberein. 

In dem Extrakt von 4,50 Kg Muskeln von Riesensalamandern, 
im Marz gefangen, wurden also d-Milchsdure, Kreatin und einige 
basische Bestandteile festgestellt. Ihr Gehalt wird der Ubersicht 
halber tabellarisch angegeben. Ferner wurde ein Flavianat isoliert, 
an dessen Identifizierung noch gearbeitet wird. 


Basen usw. Freie Base(g) he 
Kreatin 27,00 6,00 
Kreatinin 0,22 0,05 
Purinbasen 0,9154 0,203 
Adenin Pikrat 0,136 0,0504 0,012 
Xantin 0,850 0,188 
Hypoxanthin Pikrat 0,040 0,015 0,003 
Histidin Dipikrolonat 0,160 0,0363 0,008 
Methylguanidin Pikrolonat 0,680 0,147 0,033 
Lysin Pikrat 0,320 0,123 0,028 
Cholin Platinat Spur Spur 
d-Milchsaure Zinksalz 56,00 41,00 9,10 


DiIsKUSSION (BER DAS ERGEBNIS. 


Aus der Tabelle kann man das gesamte Ergebnis des im 
Winterschlaf stattgefundenen intermedidren Stoffwechsels im 
Muskel tiberblicken. Im Winterschlaf nimmt der Riesensalamander 
gar keine Nahrung auf und der Reservestoff in der Leber sowie 
im Muskel wird dann unbedingt verbraucht, obwohl er seinen 
minimalen Stoffwechsel enthalten muss. Infolgedessen miissen in 
Organen und Geweben das Stoffwechselprodukt sowie der den 
Stoffwechsel regulierende Stoff gefunden werden, welche fiir das 
Leben des Salamanders im Winter notwendig sind. 

Unter den LErgebnissen des vorliegenden Versuches ist 
beachtenswert, dass Kreatin und Methylguanidin im Muskel reich- 
lich vorkommen. Seit langem ist bekannt, dass das Methylguanidin 
bei héheren Wirbeltieren als intermediires Stoffweghselprodukt 
entsteht und unter pathologischen Verhaltnissen im Harn zur 
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Abscheidung gelangt. So haben Kutscher u. Lohmann (1906) 
und Engeland (1908) das Methylguanidin mit Novain isoliert. 
Nach Koch (1913) und Paton u. Secharpe (1927) soll bei 
Tetanie des parathyreopriven Hundes eine Reihe von Basen im 
Harn ausgeschieden werden und nach Henderson (1918) dabei 
der Gehalt an Gesamtguanidin im Muskel merklich herabgesetzt 
werden. Auf dies letztere ist auch von Watanabe (1917/18) 
hingewiesen worden. Die parathyreoprive Tetanie steht also in 
innigem Zusammenhang mit der Methylguanidinvergiftung. 
Normalerweise soll das im Muskel der héheren Tiere vorkommende 
Methylguanidin dureh die Funktion der Nebenschilddriise entgiftet 
werden, obwohl bei Ausfall der Nebenschilddriisenfunktion kein 
sicherer Beweis fiir die Vermehrung des Methylguanidins im 
Muskel vorhanden ist. _ 

Nach den Untersuchungen von McCallum u. Voegtlin 
(1909), Collip (1925)) und Tuzioka (1935) ist sicher, dass der 
Kalkgehalt des Blutes und die Kalkausscheidung im Harn und in 
der Galle von der Funktion der Nebenschilddriise abhangig sind. 
Es muss naémlich das Vorkommen des Methylguanidins zu der 
Funktion der Nebenschilddriise und dementsprechend zu dem 
Kalkstoffwechsel in enger Beziehung stehen. Durch Vermehrung 
des Kreatins oder des Methylguanidins im Muskel diirfte also 
unter dem Einfluss der Nebenschilddriisenfunktion der Kalk im 
Organismus gespart werden, was noch weiter verfolgt werden muss. 
Also diirfte das Methylguanidin als Kalkstoffwechselregulator 
reichlich im Muskel von Salamandern im Winterschlaf vorkommen. 

Beachtenswert ist auch noch das Fehlen des Arginins im 
Salamandermuskel wahrend des Winterschlafes, trotzdem das 
Kreatin reichlich gefunden wird, was mit der Behauptung von 
Jaffe (1906) Benech u. Kutseher (1901) Baumann u. 
Hines (1917), Kutscher u. Ackerman (1931), Thomas u. 
Goerne (1918) und Felix u. Miiller (1928) tibereinstimmt, dass 
Kreatin und Arginin bei Wirbeltieren sowie bei Wirbellosen 
ineinander iibergehen kénnen, und zwar das Arginin eine Mutter- 
substanz des Kreatins sei. Weiter soll nach Gross u. Steenbock 
(1921) un. Tseke (1921) Wie Kreatinbildung durch Fiitterung mit 
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Schilddriisenpriparaten angeregt werden. Der reichliche Gehalt 
an Kreatin im Muskel spricht also dafiir, dass das Arginin voll- 
stindig zu Kreatin und dies zum Teil weiter zu Methylguanidin 
abgebaut werden diirfte, um den Stoffwechsel bzw. den Kalkstoff- 
wechsel aufrecht zu erhalten. 

Das Fehlen von Carnosin im Salamandermuskel, welches als 
normaler Bestandteil des Wirbeltiermuskels bekannt ist, beruht 
héechstwahrscheinlich auf seiner Spaltung in p-Alanin u. Histidin. 
welche beide dem Stoffumsatz dienen. 

Es ist auch bekannt, dass der Nucleinstoffwechsel im 
Amphibienorganismus lebhaft vor sich geht, wie Scaffidi (1911) 
heobachtet hat, was mit meinem Ergebnis fast iibereinstimmt. 
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UBER EINIGE CHOLEINSAUREN. 
Von 


KAZUMI YAMASAKTI 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 12. Februar 1935) 


Die Umwandlung des Carotin in Vitamin A im _ Tier- 
organismus, die zuerst von T. Moore (1929) mitgeteilt wurde, ist 
ueuerdings von vielen Seiten, u.a. von R. Kuhn und seinen Mitar- 
beitern (1933) bestétigt worden, aber es bedarf dabei der Vor- 
aussetzung, dass dieser in Wasser unlosliche Kohlenwasserstoff im 
Darmwkanal nicht direkt, sondern mit den Gallenbestandteilen, bes. 
mit denen der Desoxycholséurereihe nach dem Choleinséure-Prinzip 
Wielands resorbiert wird. 

Nun habe ich experimentell gepriift, ob das f-Carotin — dieses 
wichtige Material wurde mir von Prof. Dr. W. Suginome feund- 
lichst tiberlassen, wofiir ich an dieser Stelle meinen herzlichsten 
Dank aussprechen méchte — mit Desoxycholsaéure eine praparative 
Molekularverbindung bilden kann; der Versuch war jedoch leider 
vergeblich. 

Nach der wertvollen Arbeit von H. Rheinboldt (1927, 1929) 
soll die Form des Auftauschmelzpunktdiagramms zwischen der 
Gallensdure und anderen organischen Verbindungen ein ausschlag- 
vebendes Merkmal fiir die Frage darstellen, ob sie eine Molekular- 
verbindung bilden kénnen oder nicht. Nun zeigt es sich auf Grund 
eines Zustanddiagramms yon Desoxycholsiure und f-Carotin, dass 
die beiden Komponenten eine Molekularverbindung vom Schmelz- 
punkt 167°C bilden kénnen und dass die Desoxycholsdure in dieser 
Verbindung 74% darstellt. Das Verhaltnis von Gallensaure und 
Carotin ist also 4:1, und die f-Carotin-Choleinséure diirfte dem- 
nach in der Formel CyoHso6° (CosH4004)4 ausgedriickt werden, 
deren Bindung aber so iiberaus locker ist, dass sie schon durch 
Umkrystallisieren aus dem Loésungsmittel in ihre Komponenten 
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zerleet wird. . 

Der gesattigte, aliphatische Alkohol, Batylalkohol C2,H4sOs, 
der von M. Tsujimoto u. Y. Toyama (1922) im Lebertran von 
verschiedenen Fischarten entdeckt wurde, wurde als ein Glyzerin- 
iither des Oktadecylalkohols von I. M. Heilbron und seinen 
Mitarbeitern (1930) sichergestellt. Nichtohne Interesse ist es daher 
zu studieren, wie dieser héhere Alkohol sich mit der Desoxychol- 
siure verbinden kann, weil die Choleinsiure der Alkohole sehr 
wenig bekannt ist. (Wieland, 1916; Rheinboldt, 1929; Shimi- 
za, 1929). 

Wenn man die Desoxycholsiure in die alkoholische Losung der 
unverseifbaren Anteile von einer Art Lebertran hineintut, so wird 
ein Gemisch von mehreren Choleinsiuren der héheren Alkohole 
gewonnen. Hervorheben muss man hierbei, dass dieses Gemisch 
doch hauptsichlich aus Selachylalkohol (1922) -Choleinséure besteht. 
Und zwar hat man aus einer Fraktion vom Schmelzpunkt 185°C 
dureh Behandlung mit Xylol ein neutrales Komponent gewonnen, 
das durch katalytiseche Hydrierung einen Batylalkohol vom 
Sehmelzpunkt 68-69°C lieferte. 

Das Zustanddiagramm der Desoxycholséure und des _ hier 
erhaltenen Batylalkohols wies darauf hin, dass sie im Verhiltnis 
von 1:8 (90,1% Desoxycholsdure) eine Molekularverbindung vom 
Schmelzpunkt 186,5°C hefern kénnen. Tatsichlich gelang es mir 
auch, die Batylalkohol-Choleinséure C2;H1403 - (C2;H 404), vom 
Schmelzpunkt 186-187°C, [a] »==,+47,37° (in Alkohol), priaparativ 
darzustellen. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


B-Carotin-Choleinsadure. 


Zustanddiagramm (Fig. 1). p-Carotin: Schmelzpunkt u. 
Auftaupunkt: 179° (unkorr.)* n. 173°C ; Desoxycholsiure: Schmelz- 


*) Der korrigierte Schmelzpunkt nach Prof. Suginome 181-182°C; da 
bei der Schmelzpunktbestimmung sich der Krystallrest in der gefiirbten 
Schmelze nicht erkennen lisst, so wurde der Punkt, bei dem das Niveau der 
Schmelze plétzlich absinkt, als Schmelzpunkt angegehen. 
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punkt u. Auftaupunkt: 173° u. 167°C. 


Nachdem das gut gemischte Gemisch beider Komponenten: aut 
kleiner Flamme zum Schmelzen gebracht worden war, zerkleinerte 
man die mehr oder weniger roétlich gefarbte Schmelze und mass 
dann den Auftau- und Schmelzpunkt genau nach der Vorschrift 
von Rheinboldt aus. 

Aus der unten stehenden Tabelle ist ersichtlich, dass die 
Kutektika bei 86° und 107°C liegen und sich bei 74% von Desoxy- 


cholsdure (Desoxycholséure: $-Carotin=4:1) eine Molekularver- 
bindung zu bilden scheint. 


% a 
Desoxy 61,5 | 70,6 
yh 86°| 87° | 106° | 143° | 107° | 107° |107,5° 167° 
Sehmelz- | 179° | 171° | 132°| 131° | 165° | 167° | 167° | 165° | 166° | 143° | 170° | 173° 
Fig. 1. 
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Batylalkohol aus der Choleinsiure vom Schmelzpunkt 185°C. 
In 580cem absolutem Alkohol (wenig Wasser zugesetzt) 


wurden 5,8 ¢ unverseifbare Anteile des Lebertrans und dann 29 ¢ 
Desoxycholsiure (krystallalkoholhaltig) gelést; darauf wurde dic 
Liésune auf dem Wasserbade abgedampft und im Exsikkator 
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getrocknet; der Riickstand wurde in 5 facher Menge Alkohol 
gelést und mit der gleichen Menge Wasser versetzt. Das dabei 
abgeschiedene Krystallisat wurde abgenutscht und gut getrocknet. 
Der kanariengelb gefirbte Riickstand (ca.28g) wurde mit ab- 
solutem Ather gewaschen, bis der Waschither nicht mehr anfirbte ; 
danach wurde er aus dem Alkohol-Wasser mehrmals umkrystal- 
lisiert, wobei der Schmelzpunkt anfangs bet 183°. endlich bleibend 
bei 184-185°C lag. Vier- oder sechsseitige Tafeln. 

Titration: 52,3, 59,2 mg Subst.: 1,255, 1,415 cem V/10 KOH. 

Aquivalent fiir Co:H4203 + (CosH4004)s Ber. 433. 

fiir C21H4403 (Co4H 4004) 8 Ber. 435. 
Gef. 423, 418. 

Analyse: 1g Choleinséure wurde mit 8 cem Xylol 2 Stunden 
gekocht, wobei die Xylolcholeinsiure abgeschieden wurde. Diese 
wurde abgenutscht, mit Petrolather dreimal gewaschen, getrocknet 
und gewogen. Die Mutterlauge der Xylolcholeinséure wurde durch 
Wasserdampfdestillation abgedampft und ausgeithert. Die Ather- 
schicht wurde mit Natriumsulfat getrocknet, abgedampft und als 
Alkoholfraktion gewogen. Die Menge der Xylolcholeinsaéure bzw. 
des Batyl- oder Selachylalkohols ist in der folgenden Tabelle 
zusammengestellt : 


Batyl- od. 


Xylolcholeinsaure Selachylalkohol 
fiir OnHwOs-(C2Ha001)s Ber. 1,02 g 0,098 g 
od. CaFasOs+ (CosH 00.) s Gef. 1,05, 1,00 g 0,111, 0,085 g 


5g Choleinsiure (Fp 185°C) wurden mit 40cem Xylol auf 
dem Sandbade eine Stunde gekocht, nach dem Erkalten wurde die 
abgeschiedene Xylolcholeinsiure abgenutscht und mit Petrolither 
gewaschen. Aus dem vereinigten Filtrat wurde eine weisse. 
wachsartige Masse nach der obenerwahnten Methode erhalten. 
Diese Masse wurde mit Aceton digeriert und in zwei Teile zerlegt. 
Aus dem Filtrat wurde nach dem Abdampfen des Lisunesmittels 
0,4 harzige Masse gewonnen. Diese wurde in 10 cem Hisessig 
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gelost und mit Pd-Schwarz bei 10-12°C zur Hydrierung gebracht ; 
der dabei abgeschiedene Krystallbrei wurde unter Wasserzusatz 
ausgeathert, die atherische Schicht mit verdiinnter Sodalésung und 
dann mit Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und 
abgedampft. Der Riickstand (0,4 g) wurde aus Methanol mehrmals 
unkrystallisiert. Zu Rosetten gruppierte, wachsartig glinzende 
Nadelehen vom Schmelzpunkt 68-69°C, genau wie beim Baty]- 
alkohol. 
4,924, 4,893 meg Subst.: 13,250, 13,125 mg COz, 5,670, 
5,640 mg H20. 
C2,Hy,0; Ber. C 73,18 H 12,91. 
Gef. ,, 73,42= ,, 12,88. 
pf 13,289 12,92. 

Diese Krystalle sind in den meisten kalten Lésungsmitteln 
schwer, aber den warmen ziemlich leicht léslich. Das Phenylurethan 
dieses Alkohols wurde in der iiblichen Weise dargestellt und 
sehmilzt bei 93-96°C, wie das des Batylalkohols. 

Der obenerwahnte, in Aceton unloésliche Stoff (0,1 g) schmolz 
bei 56-58°C und nach dem Umkrystallisieren aus Athanol bei 66— 
67°C", 

9,223, 5,242 mg Subst.: 14,005, 14,070 mg COxz, 5,980, 
5,990 mg H20. 
C2:H4,03 Ber. C 73,18 H 12,91. 
Gef. ,, 73,29 ,, 12,84. 
eaee 5. ol. 

Mit dem durch katalytische Reduktion erhaltenen Bathyl- 
alkohol zeigen diese Krystalle keine Mischschmelzpunktdepression, 
die anderen Higenschaften stimmten gut mit denen des hydrierten 
Alkohols iiberein. 


Butylalkohol-Choleinsadure. 
Das Zustanddiagramm (Fig. 2) zwischen Desoxycholsaure und 
Batylalkohol. 
Batylalkohol: Schmelzpunkt und Auftaupunkt: 71° u. 69°C; 
Desorycholsiure: Sehmelzpunkt u. Auftaupunkt: 178° u. 
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167°C. 


Auftau-pt. e 69° | 68° | 68°} 70°} 71° |168,5°} 165° | 156° | 167° 
Schmelz-pt. 71° | 146° | 177° | 181° | 185° | 186,5°| 185° | 181° | 173° 


Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass die Eutektika dieser Ver- 
bindung bei 68° u. 156°C liegen und beide Komponenten eine 
Molekularverbindung vom Sehmelzpunkt 186,5°C im Verhaltnisse 
von 1:8 (90,1% Desoxyeholsdure) bilden kénnen. 
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Préparative Darstellung der Batylalkohol-Choleinsiiure. 


50mg Batylalkohol wurden mit 500 mg Desoxycholsiure 
(krystallalkoholhaltig) gut vermischt, unter Erwirmen in 3 ecm 
Alkohol gelést und mit Wasser versetzt. Die so krystallisierte Ver- 
bindung wurde abgenutseht und schmolz bei 184-185°C. Ausbeute 
0,5g. Aus dem verdiinnten Alkohol wurde sie einige Male um- 
krystallisiert und schmilzt bleibend bei 186-187°C: (sintert bei 
184°C), genau wie beim Zustanddiagramm. Sie list sich ziemlich 
sehwer in Athanol, Aceton, Kisessig, kaum in Ather und Petrol- 
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ather, wie es auch bei der tibrigen Choleinsdure der Fall ist. 
Titration 65,4. 66,1 mg Subst.. 1,45, 150 ecm N/10 NaOH 


Aquivalent fir Cy, H4gOs - (CosHaoO4) x Ber. 435. 
Gef. 451, 441. 


Spezitische Drehung: 0,1066 g Subst. in 10 cem abs. Alkohol, 
2 dm, a -+1,01°. [a]3=+47,87°. 


LITERATUR. 
Tecklenburg, M. (1938): Z. f. physiol. Chem., 


Brockmaun. Ho ou 
221, 117. 

Davis, G. G., 
London, 2542. 

Kuhn, R. u. Brockmann, H. (1933): Z. f. physiol. Chem., 221, 129. 

Moore, T. (1929): Biochem. J., 23, 803. 

Rheinboldt, H. u. Zervas, P. (1927): Liebigs Ann. 451, 256. 

Rheinboldt. H. (1929): Z. f. physiol. Chem., 180, 180. 

Shimizu, T. u. Hatakeyama, T. (1929); Z. f. physiol. Chem., 182, 57. 

Tsujimoto, M. u. Toyama, Y. (1922): Chem. Umschan, 29, 27, 35, 43. 

Wieland. H u. Sorge. H. (1916): Z. f. physiol. Chem., 98, 1. 


Heilbron, 1. Mou Owens, W. M. (1930): J. Chem. Soc. 


t 


es 


Wine .  asaiire 


wi Spi wed 


4 wilt > giereett es 
= Stel tals — "ea 7: 


is Marts 7 . tens oo 
Lt ei). ede Kor pemareige eit ; 
“>it. cet he 18 BA hp deeeldy ~ 

‘ (anes Tet = 

«oH } west ie Mt a abauee 

thar eter 

Ton  wsevedsert o ET adae 7 
mn & ..L ae i opel Lbs? | 
: 1) a47tel # Baht roan. 


| 
+ 2: (eet) BW ubied thai 
macadaia® is is r aod 
sevie? « Weis 

2 


~ 


Se 


*) oe 
= 
a 


TT ams 
a9 ee 
-_ 7 
ae 
* pe 


- o 
MAOWIENG/? 


i: 


The Journal of Biochemistry, Vol. 22, No. 2. 


UBER DIE ZUCKERAUSSCHEIDUNGSSCHWELLE DES 
KANINCHENS BEI ZUFUHR VON 
TONSILLENEXTRAKT. 


Von 


CHIKARA TATEISHI. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(EHingegangen am 12. Februar 1935) 


Obwohl nach Caldera (1913) u. Suko (1927) die Tonsille 
nur ein lymphatisches Organ sein soll, wird neuerdings von 
Kostyal (1931) und Gartner u. Kosty4l (1931) behauptet, 
dass sie eine innersekretorische Driisse sei, da der Tonsillenextrakt 
vom Schwein eine den Blutdruck des Kaninchens senkende Sub- 
stanz enthalt. Sich diesen Autoren ausschliessend haben Voss 
(1929) und Griebel (1931) gefunden, dass das Wachstum der 
Kaulquappe durch Tonsillenextrakt und das des Hiihnehens durch 
Fiitterung mit Tonsillen betrachtlich gehemmt wird. 

Nach ihnen soll diese das Wachstum hemmende Substanz eine 
Art von Phosphatid sein, die nach Griebel (1931) auch das 
Wachstum der Ratten stark hemmen kann. Was die Beziehung 
zwischen den Funktionen der Tonsillen und der anderen inner- 
sekretorischen Driisen anbetrifft, so soll nach Busaceca(1919) die 
Tonsille des Hundes durch Thyreoparathyreoidektomie verkleinert 
und die Zahl u. das Volumen des Follikels vermindert werden, 
wobei das adenoide Grundgewebe vermehrt wird und _ nach 
Jastrebowa (1931) soll durch Tonsillektomie nicht nur das 
Wachstum des Ferkels gehemmt werden, sondern auch ein Hyper- 
thyreoidismus zu Tage treten. 

Daher wird neuerdings im allgemeinen die Tonsille als eine 
innersekretorische Driise betrachtet. Infolgedessen ist es interes- 
sant, die Beziehung zwischen der Tonsillenwirkung und dem Stoff- 
wechsel zu erforschen. 

Im Jahre 1921 wurde bereits von Farmachidis der Hinfluss 
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des ‘Tonsillenextraktes auf den Zuckerstoffwechsel untersucht und 
vefunden, dass die Glykosurie des pankreasdiabetischen Hundes 
und die Aderenalinglykosurie des Hundes durch die parenterale 
Zufubr von Tonsillenextrakt des Ochsen stark herabgesetzt wird. 

Dagegen wird nach Bruzzone (1926) der Zuckerstoffwechsel 
dureh den Tonsillenextrakt, der mittelst der Darstellungsmethode 
des Insulins nach Dudley u. Starling bereitet wurde, gar nicht 
beeinflusst. Somit soll nach ihm die Tonsille kein Hormon pro- 
duzieren. 

Neuerdings wurde von Kosty4l bewiesen. dass durch sub- 
cutane Zutuhr des Extraktes von Schweinetonsillen unter Blut- 
drueksenkung eine Hypoglykaemie u. Leucopenie auftritt, und 
dass diese Hypoglykaemie nach Kosty al (1933) durch die direkte 
Wirkung des Hormons im Tonsillenextrakt auf das Leberpankreas- 
system und durch vermehrte Glykogenie zustande kommt. 

Nach Tominaga soll aber die Glykogenie der Leber des 
Kaninchens durch Zufuhr des Tonsillenextraktes vom Menschen 
stark herabgesetzt und durch Mitzufuhr von Cholsdure wieder 
gesteigert werden, wahrend sie durch Mitzufuhr von Insulin stark 
vermindert wird. 

Auf Grund dieser Daten hat Tominaga dabei behauptet. dass 
im Tonsillenextrakt des Menschen ein Hormon vorhanden ist. 
welches wie das Insulin die Zuckerverbrennung im Organismus 
fordern konnte. 

Seit den Untersuchungen von Bissinger u. Lesser (1926). 
Noorden u. Issac (1924), Nakamura (1926) und Sato (1929) 
ist allgemein bekannt, dass die Glykogenie der Leber durch Insulin 
von seinem jJeweiligen Mengenverhaltnis und von dem Zuckergehalt 
in der Leber abhiangig ist, und nach Sato(1929) soll die verminderte 
Glykogenie der Leber bei Zufuhr von Insulin unter vermehrter Gly- 
kogenolyse auf der durch Insulin gesteigerten Zuckerverbrennung 
beruhen. 

Somit, miisse wohl die Zuckerassimilation durch Tonsillen- 
extrakt je nach seinem Mengenverhialtnis geférdert oder herabge- 
setzt werden, wenn im Tonsillenextrakt eine dem Insulin ahnliche 
Substanz enthalten wire. 
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fn diesem Sinne habe ich den Kinfluss des Tonsillenextraktes 
vom Schwein auf die Z.A.S. des Kaninchens untersucht. 


EXPERIMENTELLER TEIL. 


Zum Versuch wurden kriftige, gut erwachsene, miannliche 
Kaninchen verwendet. Zuerst wurde als Kontrolle die Z.A.S. 
dieser Kaninchen nach Sakaguchi bestimmt, dann 0,2 cem oder 
1,0cem eines Tonsillenextraktes vom Schwein pro Kilo oder mit 
diesem gleichzeitig 3cem einer 1%igen Na-Cholatlésung pro Kilo 
subeutan verabreicht tnd die Z.A.S. dieser Kaninchen in gleicher 
Weise bestimmt. 

Bei der Bestimmung der Z.A.S. wurde den Kaninchen immer 
2,0g Glukose pro Kilo per os verabreicht und der Blutzucker- 
gehalt nach Hagedorn-Jensen, der Harnzuckergehalt nach 
Bertrand bestimmt. 

Die Tonsillenextraktlosung vom Schwein wurde nach Fuzi- 
wara (1932) bereitet. 

Die Resultate sind in den Tabellen I-VII zusammengestellt. 


ERGEBNISSE. 


Wie aus den l'abellen I-VII ersichtlich ist, betrigt die Z.A.S. 
des normalen Kaninchens 0,25-0,30% und die bei Zufuhr von 
Tonsillenextrakt : bei 0,2 cem pro Kilo 0,22-0,27%, bei 1,0 ecm pro 
Kilo 0,29-0,32%. 

Die Z.A.S. des normalen Kaninchens wird also durch die 
Zutuhr einer kleineren Menge ‘Tonsillenextrakt herabgesetzt, 
dagegen durch die einer grosseren gesteigert. 

Die Zuckerassimilation wird also durch eine kleinere Menge 
Tonsillenextrakt gesteigert, durch eine grdéssere dagegen gestort. 

Bei Zufuhr von Tonsillenextrakt, 0,2 ccm pro Kilo, mit 3,0 cem 
viner 1%igen Cholatlésung pro Kilo betragt die Z.A.S. 0,21-0,25% ; 
sie wird also starker herabgesetzt als bei Zufuhr von Tonsillen- 
extrakt allein. 

Aus diesem Ergebnis lasst sich ersehen, dass der *Tonsillen- 
extrakt nicht nur die Zuckerverbrennung, wie Tominaga (1934) 
behauptet. sondern auch die Zuckerassimilation zu férdern scheint. 
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Bei Zufubr einer kleineren Menge ‘Tonsillenextrakt muss also 
die Zuckerassimilation vorherrschen, infolgedessen die Z.A.S. her- 
abgesetzt wird, wihrend bei einer solchen einer grésseren Menge 
die Zuckerverbrennung vorherrscht und dabei eine Erhéhung der 
%Z.A.8. eintritt, wie Eda (1927) es bei Insulin beobachtet hat. 

Die Cholsiure férdert bekanntlich die Glykogenie der Leber 
und hemmt die Zuckerverbrennung im Organismus, was letzteres 
von Hatakeyama (1930) u. Uraki (19383) bewiesen wurde. 

Somit diirfte wohl die Herabsetzung der Z.A.8. bei Zufuhr 
von Cholsiiure u. Tonsillenextrakt auf der gesteigerten Zucker- 
assimilation im Kaninchenorganismus beruhen, wobei die die 
Zuekerverbrennung férdernde Wirkung des Tonsillenextraktes 
durch Cholsiure hemmend beeinflusst werden koénnte, was eine 
vermehrte Glykogenie zur Folge haben miisste. 

Der Tonsillenextrakt scheint mir eine hormonale Wirkung zu 
haben, da er die Glykogenie und Glykolyse férdern kann, welch 
erstere durch Cholsiure gesteigert zu werden scheint. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Z.A.S. des Kaninehens wird durch die Zufuhr einer 
kleinen Menge von Tonsillenextrakt des Schweines herabgesetzt, 
dagegen durch die einer grésseren Menge erhoht. 

2. Die durch Tonsillenextrakt herabgesetzte Z.A.S. wird durch 
“ufuhr von Cholsiure weiter herabgesetzt. 

Aus diesen Daten geht hervor, dass der Tonsillenextrakt die 
ZAuckerassimilation fordert. 
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UBER DIE ARGININABSPALTUNG BEI DEM 
PROTEOLYTISCHEN EIWEISSABBAU. 


Von 


SHIGEKAZU KAMIYA. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institute der Medizinischen Akademie 
zu Chiba, Direktor: Professor 8S. Akamatsu.) 


(Eingegangen am 12. Februar 1935) 


Die erfolgreichen Beitrige zur Erkenntnis der Chemie der 
Chemie der Kiweisstruektur ist ein Verdienst der modernen Pro- 
teasenforschung. Durch die Ermittelung der zuwachsenden Amino- 
und Carboxylgruppen haben Waldschmidt-Leitz und seine 
Mitarbeiter die fraktionierte enzymatische Hydrolyse der Protein 
ausgefiihrt. Es wurde damit festgestellt, dass die Aminoséure in 
den meisten natiirlichen Proteinen durch ihre Carboxylgruppe 
mit der a-Aminogruppe von der anderen Aminosdure sich pepti- 
disch verbindet, aber in der Galatine ausserdem auch mit der 
Aminogruppe des Prolins oder Oxyprolins. Das Vorkommen des 
Diketopiperazinrings in Proteinstruktur wurde aber wegen seiner 
Resistenz gegen die Proteasenwirkung lange bezweifelt und konnte 
erst kiirzlich durch die Untersuchungen von Abderhalden und 
Sehwab(1932), Matsui(1933), Ishiyama(1933) und Shibata 
(1934) wahrscheinlich gemacht werden. 

Ebenso wie die Bindungsweise der Aminosauren sind aber auch 
die Studien tiber die Anordnung der Aminoséuren in dem Eiweiss- 
molekiil fiir die Eiweisschemie sehr wichtig. Dieses Problem wurde 
bisher von zwei Seiten erforscht. Erstens haben die enzymatischen 
Versuche an den kiinstlich dargestellten Peptidverbindungen die 
Spezifitat der Proteasen betrachtlich klargestellt. Man weiss nun, 
dass die Spezifitit sowohl von der Linge der Peptidkette als auch 
von der chemischen Natur der daran teilnehmenden Aminosaure 
bedingt wird. Die weiteren Studien auf diesem Gebiet konnen 
zwar zur experimentellen Priifung von jeder méglichen gegen- 
seitigen Bindungsweise der Aminosiure beitragen, leider verspre- 
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chen sie jedoch nicht die Feststellung der Bindungsreihe der 
Aminosiuren in den genuinen BHiweisskérpern. Daher ist die 
fermentative Forschung des Eiweisses von anderer Seite dringend 
erforderlich, nimlich die Isolierung und chemische Analyse von 
einzelnen Abbauprodukten, die bei der Proteolyse intermediar 
entstehen oder durch eine bestimmte Protease nicht weiter ange- 
griffen werden kénnen. An solchen Experimenten haften gewiss 
methodiseche Schwierigkeiten. Trotzdem wollten wir uns damit 
beschiftigen, und ich habe zuerst die Abspaltung des Arginins bei 
dem proteolytischen Eiweissabbau untersucht, um einen Ausgangs- 
punkt fiir zukiinftige Studien zu bekommen. 

Hinsichtlich der Loslésung der Aminoséuren wahrend der 
fermentativen Hiweisspaltung sind die Angaben von Abderhal- 
den und Reinbold (1905), Abderhalden und Voegtlin 
(1907), Brown und Millar (1906), Plimmer und Eaves 
(1913) und Ragins (1928) vorhanden. Sie stimmen darin 
liberein, dass Tyrosin und Tryptophan schon am Anfang der 
tryptischen Verdauung schnell und vollstandig abgespalten werden. 
Hunter und Dauphinee (1930) hydrolysierten verschiedene 
Proteine mit Trypsin und bestimmten das abgespaltene Arginin 
durch die Arginase-Ureasemethode. Nach ihrer Angabe fand die 
Loslésung des Arginins nicht voll und ganz statt, aber schnell wie 
die des Tryptophans oder des Tyrosins und sie erreichte bei 
Edestin, Casein, Gelatine, Eieralbumin und Wittepepton endlich 
an 80% des Gesamtarginingehalts. Die Autoren haben gleichzeitig 
das abgespaltene Arginin als Flavianat nach Kossels Methode 
bestimmt, aber seine Menge war jedesmal weniger als die fermentiv 
gemessene. Als die Erlauterung dieses Befundes wurden von 
ihnen zwei Moglichkeiten angegeben: Die dureh die Arginase- 
Ureasemethode ermittelte Argininmenge schliesst ausser dem freien 
Arginin das noch peptidisch gebundene ein, oder die Léslichkeit 
des Argininflavianats wird in Anwesenheit der komplizierten 
Eiweissabbauprodukte weit erhéht und dadurch wird der Verlust 
eines Teils Arginin verursacht. Torbet und Bradley (1932) 
sollen bei Pepsinverdauung des Caseins und der Gelatine in 15 
Tagen ein Entmasken von 20 resp. 5% des Gesamtarginins durch 
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Arginase-Ureasemethode bewiesen und bei der weiteren 'Il'rypsin- 
wirkung auf die peptischen Hydrolysate yon beiden Proteinen in 
15 Tagen endlich 80%ige Argininspaltung beobachtet haben. 

Bei vorliegendem Experiment wird durch die Arginase-Urease- 
methode die Argininspaltung wahrend der Hydrolyse des Edestins, 
der Gelatine und des Caseins verfolgt. Proteolytische Fermente 
sind Pepsin, Trypsin und Erepsin, Hine hoch aktive Arginasen- 
losung kann man wohl in yerschiedener Weise herstellen. Aber 
fiir den Zweck des vorliegenden Experiments ist es unbedingt nétig, 
dass die Fermentlosung frei von Proteasen ist. Nach verschiedenen 
Vorversuchen wurde endlich der Glycerinextrakt der Schweineleber 
als geeignetest ausgewdhlt. Dieser Extrakt ist hinsichtlich der 
Arginaseaktivitaét sehr haltbar, frei von der tryptischen Proteinase 
und der Dipeptidase, aber enthalt eine ziemlich starke Polypepti- 
dase und ist wirksam auf das Wittepepton und das _ peptische 
Edestinhydrolysat. Diese Polypeptidase konnte ich nicht durch 
die in verschiedener Weise erprobten Adsorptionsmethoden ab- 
trennen, aber die Fermentlésung war als Arginase so hoch aktiv, 
dass sie selbst bei 50 facher Verdiinnung wohl fiir die Arginin- 
bestimmung brauchbar war, soweit die zu bemessende Arginin- 
menge wie in vorliegendem Experiment nicht betrachtlich gross ist, 
und damit ist man imstande bei 24 stiindigen Versuchen die 
Wirkung der Polypeptidase praktisch auszuschalten. Die anders- 
weise, z.B. durch Autolyse der Organe dargestellten Arginase- 
lésungen eigneten sich selbst nach verschiedenen Vorbehandelungen 
nicht dazu, unter Beibehaltung der brauchbaren Arginasenaktivitat 
die Polypeptidasenwirkung auszuschliessen. Daher wurde der 50- 
fach verdiinnte Glycerinextrakt die ganzen Versuche hindurchi als 
Arginasenlésung gebraucht. Die optimale Aziditét der Arginase 
ist nach Edlbacher (1924) Ph 9.5-9.8. Diese Angabe wurde bei 
dem Vorversuche bestatigt, aber auch zwischen Ph 9-9.6 war 
praktisch kein merklicher Aktivitétsunterschied zu beobachten. So 
habe ich, indem ich einerseits den hydrolytischen Grad des Eiweisses 
alkoholtitrimetrisch nach W illstatter verfolgte, anderseits auf das 
Kiweisshydrolysat, dessen weitere proteolytische Verdauung durch 
Erhitzen unterbrochen wurde, die oben erwdhnte verdinnte 
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Arginaselésung bei Ph 9-9.5 24 Stunden lang einwirken gelassen. 
Die Arginasenwirkung wurde dann wieder dureh Erhitzen unter- 
brochen und der abgespaltene Harnstoff weiter durch die Urease- 
methode bestimmt. In der nachstehenden Tabelle und dem experi- 
mentellen Teil wird die nach Van Slyke destillierte Ammoniak- 
menge in cem N/10 angegeben. Die abgespaltene Argininmenge 
kann man daraus gleich errechnen. Die Reihenfolge der Proteasen- 
wirkung war Pepsin-Trypsin-Erepsin oder Pepsin-Erepsin. Bei 
Edestin und Casein war die endliche Zunahme der titrierbaren 
Carboxylgruppe im Fall von Pepsin-Trypsin-Erepsin groésser als 
im Fall von Pepsin-Erepsin. Bei Gelatine waren sie aber gleich. 
Daher wird die Carboxylzunahme bei jeder Titration einheitlich fiir 
1.67 cem 10% Eiweisslosung umgerechnet, der maximale Wert der 
titrierten Carboxylzunahme bei den  Pepsin-Trypsin-Erepsin- 
versuchen bequemlichkeitshalber vorlaufig als 100% geschatzt, und 
damit wird der proteolytische Grad in % angegeben. Die Arginin- 
abspaltung in % wird aus dem Gesamtarginingehalt ausgerechnet, 
das bei jedem Eiweiss an seinem Séurehydrolysat mittels Flavianat- 
methode bestimmt wurde. Der Arginingehalt der im Experimente 
gebrauchten Kiweisspraparate war bei Edestin 15.68%, bei Casein 
3.71% und bei Gelatine 7.94%. Das Resultat des vorliegenden 
Experiments wird tabellarisch zusammen angegeben. 

Was man aus dieser Tabelle ersehen kann, ist folgendes: Wenn 
man zuerst Pepsin auf Edestin bei Ph 2 einwirken lasst, so nimmt 
die freie Carboxylgruppe 14.6% zu, aber das Arginin kann nicht 
nachgewiesen werden. Torbet und Bradley (1932) haben mit- 
veteilt, dass das Arginin in Proteinen bei Pepsinverdauung ent- 
mnaskiert werden soll, so dass eine Harnstoffabspaltung aus dem 
peptischen Hydrolysat durch Arginase zu beobachten sei. Diese 
Angabe kann aber bei dem Versuch mit dem Edestin nicht bestitigt 
werden. Das ist auch der Fall mit dem Casein und der Gelatine. 
Der positive Beweis der Harnstoffabspaltung obenerwihnter 
Autoren ist sicher darauf zuriickzufiihren, dass der gebrauchten 
Arginaselésung irgendeine geniigend wirksame Protease beigemengt 
war. Wenn Trypsin auf das peptische Hydrolysat des Edestins 
bei Ph 8 wirkt, erreicht die Zunahme von COOH bis zu 66.5% und 
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A. EDESTIN. 


(a) Pepsin-Trypsin-Erepsin. 


“ae COOH-Zunahme Argininspaltung 
as my (Cre, | w/o KOH y% |N/ONHOH| 
(cem) (cem) , 

1 1.08 8.6 ~0,04 0 

2 1.22 9.6 0,02 0 

3 1.29 10.1 _~ _ 

Pepsin 4 1.47 11.6 ~0,01 0 
5 1.54 12.1 = = 

6 1.72 13.6 -0.01 0 

7 1.86 14.6 4 = 
1 5.46 42.9 0.74 24.7 
2 5.96 46.9 0.73 24.3 
wes 3 6.92 54.4 0.81 27.0 
st or 4 7.26 57.1 0.80 26.7 
5 7.16 61.0 0.89 29.7 
7 8.46 66.5 0.91 30.0 
1 10.12 79.6 1.41 47.1 
2 10.52 82.7 1.48 49.4 
al: 3 11.22 88.2 1.43 47.7 
be 5 11.22 88.2 1.45 48.3 
7 11.62 91.4 1.43 47.7 
22 12.72 100.0 1.90 63.4 


_(b) Pepsim-Erepsin, 


Dasselbe peptische Hydrolysat wie beim Versuch (a) wird ohne die 
vorangehende Trypsineinwirkung durch Erepsin verdaut. 


Wirkungsdauer COOH-Zunahme Argininspaltung 
Beef coeene - Nv /10 KOH N/10 NH.OH 
(tage) . hear % (eem) To 
1 4.16 32.7 0.94 31.4 
2 6.26 49.2 1.28 42.7 
3 7.36 57.9 1.55 51.7 
+} 8.36 65.7 1.74 58.4 
5 9.22 72.5 1.79 59.5 
7 9,96 78.3 1.87 61.9 
8 9.96 78.3 = = 
18 10.76 84.6 2.25 76.4 
oe 10:92. 85.9 2.37 79.0 
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B. CasEIN. 
(a) Pepsin-Trypsin-Erepsin. 


Argininspaltung 


COOH-Zunahme 


Wirkungs- 
Protease dauer N/10 NH.OH % 
(cem) ‘ 
0 0 
Pepsin is ai 
0 0 
Trypsin sd | ae 


Erepsin 


(6) Pepsin-Erepsin. 
a ———————————————— 


Wirkungsdauer Argininspaltung 
d. Erepsins 
(Tage) N/10 KOH N/10 NH.OH o 
(eem) (cem) 2 
7 ‘ = = 
8 0.47 67.8 
12 0.68 96.1 
15 BS oe 
19 0.68 96.1 
23 au #2, 
24 0.71 100.0 
C. GELATINE. 
(a) Pepsin-Trypsin-Erepsin. 
Wirkungs- COOH-Zunahme Argininspaltung 
Protease dauer 
(Tage) N/10 KOH N/10 NH,OH 
(cem) (cem) 
: 6 0.97 
Pepsin 8 0.39 
7 4.16 
Trypsin 10 4.55 
12 4.55 
i 8 9.03 
Erepsin 99 1082 
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(b) Pepsin-Hrepsin, 


= — 


Wirkungsdauer COOH-Zunuhme Argininspaltung 
ARSE obo. GNI eE N/10 NH.OH 
(Tage) ss : 
5 (eem) % (eem) %e 
7 7.23 68.8 0.80 52.7 
12 8.69 84.6 1.01 66.3 
22 10.83 103.0 1.39 91.6 


dabei werden 30% des Gesamtarginins abgespalten. Die Arginin- 
zunahme ist stark (24.7%) am 1. Tage der Trypsinwirkung und 
wird schwacher wahrend der folgenden 6 Tage. Liasst man weiter 
daraut Erepsin einwirken, so vermehrt sich naturgemiass die titrier- 
bare Carboxylgruppe und zwar wieder bedeutend am Anfang der 
Verdauung. Die Argininzunahme ist auch stark am 1. Tage, dabei 
werden 17% des Gesamtarginins abgespalten. Wenn das Erepsin 
anderseits gleich nach der Pepsinverdauung einwirkt, so werden 
endlich insgesamt 86% derjenigen Carboxylgruppe frei gemacht, 
die aus dem Edestin durch Pepsin-Trypsin-Erepsin losgelést wird, 
und es ist auch eine starke Argininzunahme zu bemessen. Es wird 
ausserdem beobachtet, dass die totale, mittels der Argininase-Urease- 
methode bestimmbare Argininmenge viel grosser ist, falls sich an 
die Pepsinverdauung des Edestins sofort die Hrepsinwirkung 
schliesst, als wenn auf dasselbe peptische Hydrolysat Trypsin und 
dann Erepsin einwirken. Im ersterem Fall werden 79% und im 
letzterem 63% des Gesamtarginins losgeloést. Dieser Befund ist 
sehr auffallend, weil im Gegensatz zu der Argininabspaltung die 
totale Zunahme der Carboxylgruppe bei der Proteasenwirkung in 
der Reihenfolge Pepsin-Trypsin-Erepsin grésser ist als bei der 
Reihenfolge Pepsin-Erepsin. Eine Erklarung dafiir kann zur Zeit 
nicht gegeben werden, aber man kann wenigstens sagen, dass das 
Edestin unter meiner Versuchsbedingung durch Pepsin, Trypsin 
und Erepsin in dieser Wirkungsreihenfolge nicht total aufgespalten 
wird, und ein Teil vom Gesamtarginin noch peptidisch gebunden 
bleibt. Bei der Pepsin-Erepsinwirkung, wo eine wenigere Carboxyl- 
zunahme zu messen ist, wird daher das Edestin selbstverstandlich 
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nicht total hydrolysiert, aber die gefundene. gréssere Argininaus- 
beute als bei der Pepsin-Trypsin-Erepsinwirkung mag vorlaufig so 
gedeutet werden, dass das Loslésen des Arginins aus den Poly- 
peptidenketten durch die direkte Wirkung des Erepsins (Amino- 
polypeptidase+ Dipeptidase) unter Umstanden viel leichter statt- 
finden kann als durch das vorangehende Einwirken des Trypsins 
(Carboxylpolypeptidase) und die darauffolgende Ex@psinwirkung. 
Ob diese Deutung richtig ist, soll kiinftig weiter experimentell 
untersucht werden. 


Die Versuche mit dem Casein und der Gelatine gelangen, wie 
aus der obigen Tabelle ersichtlich, im grossen und ganzen zu 
denselben Ergebnissen wie die mit dem Edestin. 

Nun habe ich oben die dureh die Arginase-Ureasemethode 
ermittelte Argininmenge ohne weiteres auf das freie Arginin 
bezogen. Ob diese Annahme tatsichlich zutrifft, muss zunachst 
gepriift werden. Es handelt sich dabei um zwei Fragen. Die 
erste Frage ist, ob die Arginaselésung unter der vorliegenden 
Versuchsbedingung aussehliesslich das Arginin angreift, das sich 
in frei losgeléster Form befindet, aber nicht das, welehes mit 
anderen Aminosauren irgendwie gebunden ist. Die zweite Frage 
ist, ob dasjenige Arginin, das mittels der Arginase zu bestimmen 
ist, auch nach der Flavianséuremethode im gleichen Betrag 
ermittelt werden kann. 

Die Spezifitat der Arginase ist sehr streng. Irgendeine 
Anderung an der Guanidingruppe oder der Carboxylgruppe des 
Arginins verursacht seine Unspaltbarkeit durch die Arginase. 
Auch a-Methylarginin wird nicht und razemisches Arginin nur 
zur Halfte und zwar an der d-Form gespalten. Daher scheint 
es, dass unter verschiedenen Derivaten des Arginins oder iiber- 
haupt des Guandin nur d-Arginin als ein einziges spezifisches 
Substrat der Arginase anzusehen ist. Eine Ausnahme macht jedoch 
a-Monobenzoylarginin, das nach Felix, Miiller und Dirr (1928) 
durch Arginase hydrolysierbar sein soll. Diese Angabe ist sehr 
wichtig, weil es mit der Frage des vorliegenden Experiments innig 
zusammenhiangt, ob das aminoacylierte Arginin oder iiberhaupt die 
argininhaltigen Polypeptide dureh die Arginase den Harnstoff 
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liefern. Meiner Ansicht nach ist aber das Benzoylarginin wegen 
seiner Schwerléslichkeit selbst bei neutraler Reaktion nicht geeignet 
fiir den Arginaseversuch. Daher habe ich das leicht wasserlisliche 
a-Monoacetylarginin nach Bergmann (1928) hergestellt und 
darauf die Arginase einwirken lassen. Harnstoffhildung wurde 
aber keineswegs beobachtet. Die gebrauchte Fermentlésung war 
der 50fach verdiinnte Glycerinextrakt. In solech verdiinnter 
Arginaselésung kann man, wie oben erwihnt, die Wirkung der 
Protease nicht nachweisen und ausserdem auch nicht die Histozym- 
wirking. Daher kann angenommen werden, dass das hei vor- 
hegendem Experiment mittels der Arginase-Ureasemethode be- 
messene Arginin nicht das gebundene Arginin einschliesst, und 
dass es sich dabei wirklich um die freie Aminosdure handelt. 

Der zweite Beweis dafiir muss damit geliefert werden, dass 
die fermentativ bemessene Argininmenge wirklich als Flavianat 
quantitativ fassbar ist. Daher habe ich mit der Gelatine den 
proteolytischen Versuch erneut angestellt. Nach 8 Tagen Pepsin- 
wirkung wurde das Hydrolysat zur Hialfte geteilt, je bei Ph 8 
dureh Trypsin oder Erepsin weiter verdauen gelassen und nach 
8 Tagen das losgeléste Arginin einerseits durch die Arginase- 
Ureasemethode und andererseits als Flavianat gravimetrisch be- 
stimmt. Bei beiden Verdauungslésungen stimmten die auf zwei 
verschiedenen Weisen gemessenen Argininwerte gut iiberein. 10 
cem tryptischen Hydrolysats ergaben nach der Arginasemethode 
0.0149 g Arginin (42.1% von Gesamtarginin) und bei der Flavian- 
sdurefadllung, als Arginin berechnet, 0.0149 g. 10 ccm ereptisches 
Hydrolysat, das durch den Zusatz der Erepsinlésung 4/3 fach 
verdiinnter als das tryptische Hydrolysat ist, lieferten 0.0148 g 
(56% von Gesamtarginin) sowohl nach der Arginase- als auch nach 
der Flavianatmethode. Ich méchte hier erwihnen, dass bei der 
Argininbestimmung durch das Flaviansdéureverfahren das Ver- 
dauungsgemisch vorher mit Tierkohle zu behandeln ist, sonst wird 
das Arginin mit hochmolekularen Eiweisspaltprodukten mitgefallt 
und beim Umkristallisieren geht das Argininflavianat grésstenteils 
verlorem und ausserdem ist selbst das extra zugesetzte Arginin 
nicht wieder gianzlich zu erhalten. Damit wird endlich festgestellt, 
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dass unter den proteolytischen Abbauprodukten die Substanz, aus 
der durch die Arginase der Harnstoff abzuspalten ist, nichts 
anderes als das freie Arginin ist. 

Die Argininbestimmung mittels Flavianséure habe ich auch 
an dem peptisch-ereptischen Caseinhydrolysat ausgefiihrt und die 
100%ige Argininabspaltung, die, wie aus der oben angegebenen 
Tabelle ersichtlich, mittels der Arginasemethode ermessen wurde, 
konnte wieder gravimetrisch bewiesen werden. Dieses Ergebnis ist 
sehr wichtig, weil es eindentig zeigt, dass das Gesamtarginin des 
Caseins durch die der peptischen Verdauung anschliessende 
Erepsinwirkung losgelést wird, wabrend beim Einkeilen der 
Trypsinwirkung, naémlich bei der Fermentwirkung in_ solcher 
Reihenfolge wie Pepsin, Trypsin und dann Erepsin, nur 2/3 des 
Gesamtarginins als freie Aminosiure abgespalten wird, obwohl bei 
letzterem Fall die Hydrolyse hinsichtlich der Peptidkettenablosung 
im hdheren Grad fortgeschritten ist. 


Experimenteller Teil. 


Das ganze Experiment hindurch ist die Versuchstemperatur 
der Fermentwirkung 37°. Ph elektrometrisch. 

Das Ureasepraparat ist das friiher in hiesigem Institut nach 
Van Slyke (1914) aus Jackbohnen hergestellte Pulver, leicht 
loslich in Wasser und seine Wirkung ist stark genug, um es im 
vorliegenden Experiment fiir die Argininbestimmung brauchen zu 
kénnen. Im Versuchsansatz von 5cem M/20 Harnstofflésung+ 
4cem M/10 Phosphatpuffer (Ph 7) +4 eem 2% Ureaselésung wird 
die totale Hydrolyse in 1 Stunde beendigt. Bei allen nachfolgenden 
Versuchen ist die Wirkungsdauer der Urease fiir die Bestimmung 
des abgespaltenen Arginins immer 1 Stunde. Die Ureaselésung 
ist bei jedem Versuch frisch zu bereiten. Das gebildete Ammoniak 
wird durch das 1 stiindige Durchliiften des alkalisierten Ansatzes 
bei 50° in N/10 Schwefelsiure iiberdestilliert und acidimetrisch 
bestimmt. 

Die Arginaselésung wird wie folgt hergestellt. Die frische 
Schweineleber wird zerhackt, gut gemahlen, mit 3 fachem Volumen 
80% igen Glycerins gemischt, 1 Tag in den Eisschrank gestellt und 
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zentrifugiert. Der Extrakt kann im Eisschrank monatelang ohne 
merkliche Aktivititsverminderung aufbewahrt werden. 

Bei den Versuchen fiir die Argininbestimmung in den pro- 
teolytischen Hydrolysaten wird der Glycerinextrakt jedesmal frisch 
mit Wasser 50 fach verdiinnt. 5 cem verdiinnten Extrakts+ 10 cem 
Phosphatputfer+ 10 cem 5% Casein, 10% Wittepepton, 7% pep- 
tisechen Edestinhydrolysats oder M/10 Glycylasparagin zeigen bei 
Ph & und 37° in 24 Stunden keine nach Willstatter alkohol- 
titrimetrisch zu beweisende COOH-Zunahme. Nach dieser Beweis- 
fiibrung von der praktischen Proteasenabwesenheit in dem ver- 
diinnten Extrakt ist er erst als die Arginaseloésung fiir den Versuch 
brauchbar. Bestimmung von Ph-Optimum wird folgendermassen 
ausgefiihrt: Versuchsansétze von 5cem M20 Arginin+10eem 
Puffer + 5 eem 50 fach verdiinnten Extrakts werden nach 2 Stunden 
durch Zusatz mit 5eem M,.2 Essig angeséiuert, 10 Minuten in 
siedendes Wasser eingetaucht und filtriert. Fiir die Harnstoff- 
bestimmung werden 10 cem des abgekihlten Filtrats mit N Natron- 
lauge gegen Lackmus neutralisiert und mit 4¢em Phosphatpuffer 
(Ph 7)+4cem 2% Urease versetzt. Ph-Bestimmung bei den 
Arginasenversuchen wird an den in gleicherweise zusammengesetz- 
ten Ansadtzen ausgefiihrt. 
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Harnstoff- 
hildung % 


Edestin und Casein von Merck. Gelatine von Fujisawa, 
Osaka. Die Bestimmung des gesamten Arginingehalts wird wie 
folgt ausgefiihrt. 10.0 ¢ Eiweiss werden in 10 cem 25‘. Schwefel- 
séure durch 24 stiindiges Kochen hydrolysiert. das Hydrolysat mit 
gesattigtem Baryt gegen Kongo neutralisiert. Barinmsulfat dann 
abfiltriert und fiinfimal je mit 200cem Wasser gewaschen. Das 
gesamte Filtrat wird eingedampft, ohne Verlust im Messkolben auf 
100 cem gefiillt und mittels aktivierter Kohle entfarbt. An 5 ccm 
der Lésung wird das Arginin nach Kossel als Flavianat gravi- 
metrisch bestimmt. Die Resultate sind zusammen unten angegeben. 
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I. Edestin: 1) 0.0787 ¢ 2) 0.0781 g als Arginin, 15.68% in 


Durchsehn. 

Il. Casein: 1) 0.0186 g¢ 2) 0.0185 ¢ als Arginin, 3.71% in 
Durchschn. 

IIL. Gelatine: 1) 0.0399 g 2) 0.0395 g als Arginin, 7.94% in 
Durchsehn. 


Die proteolytischen Versuche werden im allgemeinen wie folgt 
angesetzt. 40.0 g Eiweiss werden mit Wasser dann mit N/10 Salz- 
siure versetzt, bis die erhaltene Lésung das Kongopapier schwach 
blaulich farbt. Man verdiinnt die Lésung weiter mit Wasser auf 
400 cem (10% ige Eiweisslésung), versetzt mit 200 cem M/10 Gly- 
kokoll-Salzséure-Putfer (Ph 2) und lost dann darin 4g Pepsin 
(Griibber) auf. Ph-Bestimmung an der Loésung ergibt bei dem 
Edestin 1.94, bei dem Casein 1.92 und bei der Gelatine 1.87. Nach 
7-8 Tagen wird die letzte Messung der COOH-Zunahme und der 
Argininabspaltung an dem peptischen Hydrolysat ausgefiihrt und 
je 200 cem Hydrolysat werden weiter der Trypsin- oder Erepsin- 
verdauung iiberlassen. Beim ersteren Fall macht man die Lésung 
durch Zusatz von A (48-55) cem N Natronlauge annadhernd zu 
Ph 8 und versetzt dazu mit 100-A cem 1/10 Phosphatpuffer (Ph 8) 
und dann 1 g Trypsin (Merck). Das gesamte Volumen macht also 
300 cem. Elektrische Ph-Bestimmung ergibt bei dem Edestin 7.3, 
bei dem Casein 7.8 und bei der Galatine 7.7. Beim zweiten Fall 
werden zu dem ebenso mit Phosphatpuffer versetzten Hydrolysat 
(300 ccm) 10cem dialysierter Erepsinlésung zugefiigt, die nach 
Rice (1915) zubereitet ist. Das gesamte Volumen macht daher 
bei diesem Fall 400cem. Die beiden Loésungen werden an 5 cem 
davon sogleich nach Willstatter alkoholisch titriert und im Brut- 
schrank von 37° stehen gelassen. 

Das peptisch-tryptische Hydrolysat wird weiter durch Erepsin 
verdaut, indem man 150cem davon mit 50cem Erepsinlisung 
versetzt, wobei Ph der Lésung nicht merklich verschoben wird. und 
sofort an 5 ecm alkoholische Titration ausfiihrt. 

Die Carboxylzunahme wird bei jedem Versuch an 5 cem Ver- 
dauungsloésung ausgefiihrt. Um das Ergebnis klar ersichtlich zu 
machen, wurden in der oben angegebenen Tabelle die ermittelten 
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cem-Zahlen von N,10 alkoholischer Kalilauge bei dem Pepsin- 
versuch fiir 2.5c¢em und bei dem Trypsin fiir 3.75 cem des respek- 
tiven Hydrolysats umgerechnet, weil solehe Volumina der Hydroly- 
sate und 5 ccm Erepsinhydrolysat einheitlich 1.67 cem 10% HKiweiss- 
losung entsprechen sollen. Wie oben ausfiihrlich erwihnt, wird 
die endliche Carboxylzunahme bei dem Pepsin-Trypsin-Erepsin- 
versuch als 100% vorausgesetzt und der proteatische Hydrolysen- 
grad in % ausgerechnet. 

Die Argininbestimmung in den peptischen Hydrolysaten wird 
folgendermassen ausgefiihrt. 10cem davon werden durch Zusatz 
mit 1.8cem N Natronlauge schwach alkalisch gemacht und dann 
20 cem M10 Glykokoll-Natronpuffer (Ph 10), 10 cem Arginase- 
losung und ausserdem 5 cem Toluol zugefiigt. Aziditiét der Lésung 
schwankt zwischen Ph 9.3-9.4. Nach 24 stiindiger Wirkung bei 
37° wird die Arginase durch Ansaéuern mit 2 ccm M/2 Essig, wobei 
das ganze Volumen 43.8 ¢em wird, und dann durch Erhitzen 10 
Minuten im siedenden Wasserbad inaktiviert. Koaguliertes Eiweiss 
wird abfiltriert und 10¢cem abgekiihlten Filtrats werden mit N 
Natronlauge gegen Lackmus neutralisiert und mit 4cem M/100 
Phosphatpuffer (Ph 7) und dann mit 4cem 2% Ureaselésung 
versetzt. Nach 1 Stunde bestimmt man das Ammoniak nach Folin 
wie iiblich. Als Kontrolle wird das Ammoniak direkt an 10 ecm 
desselben Filtrats ohne Ureaseverfaliren bestimmt. Man multi- 
pliziert die Differenz des Hauptversuchs und der Kontrolle mit 
2.19 und bekommt die Ammoniakmenge in cem N/10, die aus 5 cem 
peptischen Hydrolysats mittels der Arginase-Ureasenmethode ab- 
zuspalten ist. In den oben zusammengestellten Tabellen habe ich 
diese Ammoniak-cem-Zahl weiter halbiert und fiir 1.67¢em 10% 
Hiweisslisung umgerechnet angegeben, um damit auch bei der 
Argininabspaltung lie Ubersicht von dem ganzen Verlauf der 
Versuche zu erleichtern. 

Die Bestimmung des Arginins in den tryptischen oder erep- 
tisechen Hydrolysaten ist prinzipiell gleich wie oben, nur die Pro- 
teasenwirkung muss vor dem Arginaseeinwirken unterbrochen 
werden. Dafiir werden 10ccm des proteolytischen Hydrolysats 
init 1.2 eem M /2 Essig schwach angesduert und im Siedebad erhitzt. 
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Dabei entsteht jedoch kein Eiweisskoagulat. Die gesamte abgekuhite 
Lésung wird mit 0.8¢cem N NaOH schwach alkalisch gemacht, 10 
com der Lésung+20cem M/10 Glykokoll-Natronpuffer (Ph 10) + 
10cem verdiinnter Arginaselésung werden nach 24 stiindigem 
Stehenlassen bei 37° durch Zusatz von 2cem M/2 Essig wieder 
schwach angesduert und erhitzt, um die Arginase zu inaktivieren. 
An der neutralisierten Lésung werden einerseits der abgespaltene 
Harnstoff, wie bei dem Pepsinversuch, durch die Ureasemethode 
und anderseits das praiformierte Ammoniak als Kontrolle sofort 
gemessen und die ermittelte Ammoniakmenge fiir 5 cem tryptischen 
oder ereptischen Hydrolysats und dann wieder fiir 1.67 cem 10% 
Eiweisslésung umgerechnet. 

Der aus dem gesamten Arginingehalt berechnete Prozentsatz 
des abgespalteten freien Arginins bei jedem Versuch ist auch aus 
der oben angegebenen Tabelle ersichtlich. 

Um das fermentativ losgeléste Arginin als Flavianat zu iso- 
lieren, habe ich den Pepsinversuch mit der Gelatine ganz in gleicher 
Weise wie friiher angestellt und am 8. Tage der Verdauung das 
Hydrolysat wieder wie in oben angegebener Weise der tryptisehen 
oder ereptischen Verdauung iiberlassen. Am 8. Tage werden die 
bei den Hydrolysate mit aktivierter Kohle behandelt und 10 eem 
entfarbter Losung bei kongoneutraler Reaktion mit d5cem 5% 
Flaviansdure versetzt. Nach 2 Tagen wird der Niederschlag aus 
verdiinnter Flaviansdurelésung umkristallisiert, getrocknet und 
gewogen. Ausserdem wird 0.01g Arginin zu 10 cem von beiden 
entfarbten Hydrolysaten zugesetzt und wie oben in das Flavianat 
tibergefiihrt, wm damit das Resultat der quantitativen Arginin- 
bestimmung zu sichern. Dass es sich um das reine Flavianat 
handelt, wird dureh die Schmelzpunktbestimmung _ bestiitigt. 
Ergebnisse sind schon oben erwiahnt. 

Das endliche peptisch-ereptische Hydrolysat des Caseins wird 
in gleicher Weise mit aktivierter Kohle behandelt und das freie 
Arginin als rein Flavianat isoliert und gewogen. Uber dieses 
Resultat habe ich auch schon berichtet. 

a-Monoacetylarginin wird nach Berg mann(1928) hergestellt. 
Die prismatischen Kristalle ergeben die folgende Analyse. 
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CsHioNs4Og (216.2): gefunden N 25.8%, 
berechnet N 25.9%. 


deem M/2 Acetylarginin + 10 cem Glykokoll-Natrium + 5 e¢m 
verdiinnter Arginaselésung; Ph ist 9.6. Nach 24 Stunden wird 
aber weder Harnstoffbildung noch Carboxylzunahme beobachtet. 
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INTRODUCTION. 


In order to prevent blood coagulation, anticoagulants such as 
K-oxalate, Na-citrate, NaF, hirudin and heparin are generally 
used. Some of these have already been investigated with regard 
to their influence upon the blood pH. 

It is supposed that K-oxalate can influence the blood pH by 
its own buffering action, owing to its basic property. As the 
commercial samples of these salts contain certain impurities, errors 
due to these impurities are to be expected. Peters and Van 
Slyke (1932) recommended that the pH of the oxalate solution 
should be brought to the blood pH;; i.e. 7.4, by adding either acid or 
alkali, for it contains a little carbonate as impurity. Moreover, 
they drew attention to the affection of the corpuscular membranes 
by these anticoagulants. Eisenmann (1927) found that a shift 
of cell components and a change of the carbon dioxide tension of 
the blood were brought about by the addition of K-oxalate even 
in 0.2% concentration. On the other hand, Cullen (1922) stated 
that the addition of neutral K-oxalate in up to 1% concentration 
to defibrinated blood or to separated plasma or serum does not 
affect the pH of these samples. Similar results were obtained by 
Hirota (1925). As to hirudin, many investigators, namely 
Michaelis and Davidoff (1912), Menten (1920), ete. con- 
sidered that it may be added in very considerable quantities to 
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the blood without any apparent influence on its pH. 

In our previous report (1935), we pointed out that an acid 
change, measured by the glass electrode method, occurs in the 
blood shortly after it is shed at 37°C, regardless of whether any 
anticoagulant (except NaF) be added or not, and that the pH 
value of the whole blood estimated depends on the time after it has 
been shed. Observations previously reported on the influence of 
anticoagulants on the blood pH were all taken with little knowledge 
of the acid change, so that they require to be carefully reinvesti- 
gated, taking this change into consideration. 

The aim of the present study is to examine the influence of 
generally used anticoagulants on the blood pH by the glass elec- 
trode method, before the blood has suffered an appreciable acid 
change, and to determine the one which is most suitable for study- 
ing the pH of the blood, especially that of circulating blood 
unaffected by the acid change already mentioned. 


Meruops. 


Use was chiefly made of the arterial blood of rabbits collected 
from a cannula inserted into one of the carotid arteries, in the 
manner described in the previous report (1935). 

To examine the influence of anticoagulants upon the blood 
pH, the following procedure was adopted. The blood was collected, 
once in a syringe containing a certain amount of anticoagulant 
solution, and again in another syringe without any anticoagulant. 
The two blood samples were both transferred into glass electrodes. 
The sample mixed with the anticoagulant was treated first, because 
some anticoagulants have a depressing action on the acid change 
which takes place in the blood after it has been shed. 

To estimate directly the difference between the pH of these 
two samples, the two electrodes thus prepared were connected in 
series, being oppositely directed from each other, and the potential 
difference of the cell thus composed was measured by means of 
the method described in detail in our first report (1935). 

Several readings of the potential were taken ca. 4-6 minutes 
after the first collection of the blood. It was found that, in most 
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cases, their difference was minute, and so they were averaged. In 
cases where the difference was remarkable, the earlier readings, 
which differed from one another within ea. 0.01 pH, were averaged. 

All experiments with rabbit blood were carried out at 37°C. 
Horse blood also was studied, at 16°C and 37°C. 


Experimental Results and Discussions. 


A. Somer PRELIMINARY EXPERIMENTS ON THE 
EXPERIMENTAL METHODS, 


I. On the procedure of setting the electrodes with 
blood samples. 


In order to examine the effects of anticoagulants on the blood 
pH before an appreciable acid change takes place, we had to set 
one glass electrode with the blood with an anticoagulant, and 
another electrode with a sample of the same blood without any 
anticoagulant as soon as possible after the blood was shed. These 
two blood samples could, of course, be prepared from one and 
the same blood sample collected once in a syringe. In this pro- 
cedure, however, blood coagulation, which tends to begin already 
in the syringe, makes it difficult to fill the second electrode (treated 
later) with blood. I, therefore, collected the blood from the artery 
each time and set each electrode successively. 

In order to ayoid having an acid change take place in the 
blood shed earlier while the other electrode is being filled, it seemed 
better to keep the former for the time at the temperature of the 
room. In doing so, however, the sample put in the electrode be- 
came reduced in yolume on being cooled, and an air bubble was 
drawn into the electrode from its open end, and thus the circuit 
was cut off. Therefore it was necessary to immerse the electrode 
in the thermostat at 37°C, as soon as it was mounted with the 
sample. Thus the sample set earlier suffered a longer lapse of 
time in the thermostat than that set later. The lapse of time 
between the settings of the two electrodes being generally ca. 1.5 
minutes and the commencement of the reading generally ca. 4 
minutes after the first collection of the blood, the acid change 
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might have taken place in the sample set earlier, before the reading 
commenced, whereas it was not likely to occur in the sample set 
later. Therefore, as preliminary to the study of the influence of 
anticoagulants on the blood pH, we had to examine the pH dif- 
ference of two samples without anticoagulant collected each time 
from one and the same animal to be mounted in each electrode 
successively. 

The results obtained are shown in No. 1 of Table 1. The pH 
of the blood first shed is smaller, by 0.007 pH on an average of 


TABLE I. 
Figure given= (pH of blood of the first set) — (pH of blood of the second set) 


No: of No.1 No. 2 
: ead (Blood collected (Blood collected 
Na Saami twice successively ) once) 
1 + 0.005 pH —0.016 pH 
2 — 0.003 + 0.003 
3 +0.021 —0.054* 
4 —0.010 —0.100* 
5 + 0.003 — 0.036 
6 — 0.020 — 0.020 
7 —0.031 0.000 
8 — 0.018 


Mean value 


— 0.0066 + 0.0042 —0.014+ 0.0052 


Probable error 
of a single +0.012 pH. +0.012 pH 
observation 


8 cases, than that of the blood shed later. This fact indicates 
that there was a tendency for an acid change to begin earlier 
in the first sample than in the second. But as the probable error 
is +0.004 pH, and is equal to 2/3 of the mean value of the pH 
difference, this difference of pH is uncertain, and ean be considered 
to be within the scope of the experimental error. The probable 
error of a single observation is +0.012 pH. Such a fairly large 
error is unavoidable, because the whole procedure should be carried 
out in a restricted time in order as far as possible to avoid any 
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acid change, but such experimental procedure is not easy. 

Similar experiments were carried out with two electrodes 
mounted successively with the blood collected once in a syringe. 
In this case, some experiments had be given up, because the blood 
clotted before the setting of the electrode was completed. Tho 
results obtained in the successful experiments are given in No. 2 
of Table 1. The mean value of the pH difference of the two 
blood samples is 0.014 pH and ean be regarded as within the 
scope of experimental error, though it is larger than that given 
in No. 1 of the table. Fairly large pH differences, shown by an 
asterisk, are examples of data obtained in certain cases where a 
fairly long time was spent in setting up the second electrode, owing 
to the commencement of blood clothing. These data are excluded 
in ealeulating the mean value. These facts show that this manner 
of preparing the two blood samples from the blood collected in one 
syringe is not recommendable. 


II. Effect of the dilution of the blood sample with 
a NaCl solution. 


In order to collect the blood unmixed with air, the empty 
space of the syringe and needle must be filled with physiological 
NaCl solution. This amounted to ea. 0.07 cc, while ca. 2-8 ee. of the 
blood was usually drawn, so that the blood was mixed with the 
solution to the extent of 1/30-1/40 of its volume. Owing to the 
sufficiently high buffer capacity of the blood, it is certain that 
the blood pH is not affected by such a small amount of salt solution. 
In cases where an anticoagulant solution is to be added to the 
blood, it is convenient to prefer the amount of the anticoagulant 
solution to one tenth of the total volume. In doing so, however, 
it is necessary to determine whether or not the blood pH is in- 
fluenced by dilution of the blood to this extent. In order to test 
this, two electrodes were prepared with the same rabbit blood. 
The first one was filled with blood mixed with NaCl solution of 
only 1/30-1/40 of its volume, as mentioned above, while, in the 
second one, the same blood with 1/10 volume of the same NaCl 
solution was mounted. Then the potential of the cell set up with 
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these two electrodes was measured at 37°C, from which potential 
the pH difference of these two blood samples was computed, the 
time relation being the same as before. 

The results obtained are given in Table 2. They show that the 
pH of the blood in the second electrode is greater by 0.005 pH 
on an average of 5 cases than that of the blood in the first elec- 

TasLe IT. 
Effect of dilution of the blood sample with a physiological 
NaCl solution. 
Figure given= (pH of blood of the first set) — (pH of blood of 
the second set with 1/10 volume NaC! solution) 
— 0.007 pH 
—0.010 
+0.011 
— 0.011 
—0.010 


Mean —0,0054+0.0028 
trode. This difference is almost the same as that given in Table 1, 
which suggests that this pH difference is due rather to the facet 
that the acid change began earlier in the first electrode than to 
the addition of the NaCl solution. That is, if the acid change did 
not oceur, the pH of the two blood samples would be the same. 
From these results, it ean be concluded that the pH of the blood 
suffers no change when the blood is diluted by the addition of 
salt solution of one tenth of its volume or less. Accordingly, in 
the following experiments, in which the influence of anticoagulants 
on the blood pH was examined, anticoagulant solutions of various 
concentrations were added in the proportion of 1:9 to the blood. 
and their pH was compared with that of blood to which a small 
amount of NaCl solution (sufficient to fill the empty space of the 
syringe and needle) had been added. 
B. CoMPparISON BETWEEN THE pH or BLOOD wiTit 
ANTICOAGULANT SOLUTION AND THAT OF 
WITILOUT IT. 
I. The maximum concentration of anticoagulant 
having no influence on the pH of the blood. 
Oxalate, citrate, fluoride, a mixture of fluoride and oxalate, 
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hirudin and heparin were examined in respect of their influence 
upon the pH of rabbit blood, determined ca. 4-6 minutes after 
it was shed. Hirudin and heparin were dissolved in physiological 
NaCl ‘solution. Each ‘anticoagulant solution was added to the 
blood in the proportion of 1:9. The concentrations of the solu- 
tions used, and the results obtained are given in Table 3. From 
the results of the preliminary experiments (A), it is held that the 


TaBLe III. 


Influence of addition of anticoagulant on the blood pH. 
Effect of anticoagulant = (pH of blood with anticoagulant) — (that without it) 


Cone. of the ee Effect of 
Anticoagulant solution to be oe a anticoagulant 
added (%) ce (on an average) 
2 2 —0.001 pH 
K-oxalate 5 3 —0.010 
10 5 +0.039 
3.5 2 —0.012 
Na-eitrate ss 2 — 0.021 
10 2 — 0.088 
if —0.015 
NaF 2 6 —0.100 
3 — 0.154 
0.54 1.5 3 + 0.016 
1 +1 2 — 0.008 
Nak + K-oxalate 
2 +1 i) — 0.005 
3 +1 F 2 —0.157 
: P 0.05 2 —0.003 
Hirudin 
0.5 2 — 0.014 
; 0.5 2 ~0.005 
Heparin | 


pH. difference otf ca. 0.01-0.02 on an average of a few cases is 
within the scope of experimental error. Bearing this fact in mind, 
the approximate maximum concentrations of anticoagulants which 
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have no influence on the blood pH were selected from ‘Table 3, 
and are given in the second column of Table 5 given below. The 
concentrations given in this table are of those contained in the 
blood, and not those of anticoagulant solutions themselves. ° With 
regard to hirudin and heparin, we did not examine with any 
higher concentrations than those given in the table, so that the 
figures given do not represent the maximum concentrations. 

On the other hand, the approximate minimum doses of anti- 
coagulants sufficient to prevent blood coagulation were studied. 
As soon as the blood was drawn from the earotid artery, an anti- 
coagulant solution was added in the same proportion as above. 
The mixture was placed in a paraffinized tube and kept in a ther- 
mostat at 37°C for 2 hours to be examined for clotting. The 
results are given in Table 4. In this table, the sign ‘ +-’ indicates 
that either clots were found or that the surface of the blood did 


TABLE IV. 


Prevention of blood coagulation by anticoagulant. 


. Concent. of the : 
Anticoagulant solution (%) Clotting 


K-oxalate : 7 


y =_ 


Hine © 
0 


Heparin 


Na-citrate 3 ss 

3.6 -- 

NaF : i 

9 ° =~ 

ex 

Nak Ld = 
K-oxalate 1 
bs 

‘ 05 + 
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with which the blood was scooped up drew out viscous threads. 
When these phenomena were lacking, the indication ‘—’ is given. 
The concentrations of the anticoagulant solutions used are also 
given in the table. From the results obtained, the minimum con- 
‘centrations of the anticoagulants in the blood for the prevention 
of coagulation are determined and given in the third column of 
Table 5. As forthe mixture of NaF and K-oxalate, we did not 
examine it in concentrations below that given in Table 4 and 5. 
Comparing these two columns of Table 5 with each other, we 
see that the former is greater than the latter except in the case 


not moye on canting the tube. ‘-’ indicates that the glass rod 


TABLE V. 
Maximum concent. Minimum coneent. 
Ainth ae in blood causing in blood to prevent 
sl ai no change of pH coagulation 

(%) (%) 
K-oxalate 0.5 0.2 
Na-citrate 0.5 0.36 
NaF 0.1 0.2 
NaF + K-oxalate 0.2+0.1 0.1+0.1 
Hirudin 0.05 0.025 
Heparin eae 0.05 


of NaF. In other words, anticoagulants with the exception of 
NaF have no influence on the pH of the blood in their minimum 
concentrations for preventing coagulation. NaF makes the blood 
reaction more acid by 0.10 pH on an average in 0.2% concentra- 
tion in the blood, which is the minimum dose for preventing 
coagulation. 

Similar results were obtained with horse blood. The first 
reading of the measurement, however, could be done at ca. 0-1o 
minutes after shedding, and the pH of the two blood samples, 
respectively with and without anticoagulant, was measured 
separately in each case in this experiment, the interval between 
the two measurements being ca. 5-10 minutes. Thus the experi- 
mental error is likely to be greater than that of the experiment 
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with rabbit blood deseribed above. The results obtained are given 
in Table 6. They show that the blood pH is not changed by adding 
a 2.3% K-oxalate solution or a 3.6% Na-citrate solution in the 


TabLe VI. 


Horse blood 


Anticoagulant Temp. pH of blood without | pH of blood with 
solution Ge) anticoagulant . anticoagulant 
> 3% K -r 16 7.699 T7115 
enn Cee 37 7.340 7.356 
Peres 16 7.694 7.678 
3.6% Na-eitrate aH vain a 


proportion of 1:9 to the blood. The coagulation of the blood was 
prevented completely, so that K-oxalate and Na-citrate have, in 
the case of horse blood also, no influence on the blood pH at their 
minimum concentration for preventing coagulation. 


[T. Changes in the blood pH by the addition of anticoagulants 
over the maximum concentration having no 
influence on the blood pH. 


Naf’':—As has been already related, the pH of the blood 
decreased markedly when a 2% NaF solution was added to blood 
in the proportion of 1:9. This change became greater when the 
concentration of the NaF was increased (cf. Table 3). In our 
previous report, we pointed out the acid change due to the affection 
of the corpuscular membranes by NaF. This is supposed to play 
an important part in the acid change here observed. 

K-oxalate:—As is shown in Table 3, when K-oxalate (Merck, 
extra-pure) was added to blood in a concentration of 1%, its pH 
became more alkaline by 0.04 pH on an average. On the other 
hand, the pH of the 1% K-oxalate solution, as measured by means 
of the glass electrode at 37°C, was 6.88; that is, its pH was almost 
neutral. The arterial blood of rabbit was found in 13 eases to 
exist between pH 7.17-7.46. From this fact, it is certain that the 
alkaline change of the blood reaction on the addition of K-oxalate 
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was due, not to the buffer action of this salt, but probably to a 
change in the blood itself. When 2% NaF solution containing 1% 
K-oxalate was added to the blood, the acid change which is caused 
by NaF was eliminated by K-oxalate. That is, K-oxalate aéts 
antagonistically against NaF on the blood pH, so that 1% K- 
oxalate counterbalanees 2% NaF. When the NaF solution to be 
added to the blood was 3% in strength, its action surpassed that 
of the 1% K-oxalate solution, and the reaction of the blood became 
markedly acid, as can be seen from Table 3. 

Na-citrate:—When Na-citrate (Merck, neutral) was added to 
blood in a concentration of 1%, the blood pH decreased by 0.09 on 
an average. The pH of 1% Na-citrate solution was found to be 
7.62 at 37°C. Therefore the acid change of the blood reaction on 
the addition of Na-citrate is due, not to the buffer action of this 
salt, but probably to a change in the blood itself. 

The fact that the effect of Na-citrate on the blood pH is 
greater than that of K-oxalate, which has been generally recognized, 
was also confirmed by our experiment. That is, the concentrations 
in the blood being both 1%, K-oxalate changed the blood pH by 
0.04 on an average, while Na-citrate changed it by 0.09. 


C. (CHOICE OF ANTICOGULATION FOR STUDYING THE pH or 
CIRCULATING BLOOD, AND A METHOD OF MEASURING ITS 
pH BY MEANS OF THE HYDROGEN GAS ELECTRODE. 


We pointed out already in the first report that the blood 
suffers an acid change due to glycolysis after being shed and that 
therefore its pH depends on the time after shedding. Thus the 
pH of blood immediately after shedding, which we expect to be 
the same as that of its circulating state, can be determined only 
by means of the glass electrode method, because the pH value 
estimated by the hydrogen gas electrode method involves an error 
due to this change, as the equilibrium of its potential is attaimed 
only after a certain lapse of time. This fact ean be confirmed by the 
experiment described below. 

We investigated in our first report the influence of anti- 
coagulants on the acid change, and in the previous part of the 


290 H. Yoshimura: 


present yeport we studied also their influence on the blood pH. 
On the basis of these results, it is now desirable to choose the 
most suitable anticoagulant for studying the blood pH, and on 
applying it, to find a method which will enable us to determine 
the pH of blood unaffected by the acid change with a hydrogen 
gas electrode. 

In our first report, we saw that NaF and K-oxalate depress 
the acid change in shed blood, while the other anticoagulants, such 
as citrate, hirudin and heparin have little or no such action. But 
NaF decreases the blood pH markedly even in a concentration of 
0.2%, which is the minimum concentration for preventing blood 
from coagulation. In the previous part of the present report, it 
was found that K-oxalate acts antagonistically against NaF on 
the blood pH, and when added in 0.1% concentration to blood, 
it depresses’ the effect of 0.2% NaF. The effects of the anti- 
coagulants observed in that ease, however, were only those for 
several minutes after shedding. Though there appeared no effect 
of NaF in such a short time, it might later cause an acid change 
due to its action on the corpuscular membranes, which was related 
in the first report. For example, on NaF being added to a blood 
in 0.05% concentration and K-oxalate in 0.15% being added at 
the same time, the blood reaction did not show any appreciable 
change for several minutes after shedding (ef. Table 3), though, 
in the experiment represented by b; in Fig. 5 in our first report, 
a remarkable acid change was observed after half an hour or more. 
From the above facts, it is clear that NaF is not a good anti- 
coagulant for studying the blood pH, because of its action on the 
corpuscular membranes, and that the K-oxalate is the best. 

Though the depressing action of K-oxalate in regard to the 
acid change is not so complete as that of NaF at 37°C, it can stop 
it, in a concentration of 0.2% in the blood, for many hours at 
16°C or below, as is already pointed out in the first report. Thus, 
by adding K-oxalate to a blood sample as an anticoagulant, and 
keeping it at a low temperature, we can preserve the blood for 
many hours without any notable change in its pH. 

Next, the concentration of K-oxalate solution for this purpose 
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will be studied. In the previous section of this report, attention 
was drawn to the fact that K-oxalate solution of 5% or below, on 
being added to blood in the proportion of 1:9, has no perceptible 
influence on the blood pH, at least for several minutes. The 5% 
solution is, however, hypertonic, and may affect the corpuscular 
membranes, causing shifts of the cell components. In fact, the 
blood mixed with anisotonic solution is apt to be hemolysed. 
Hiraki (1932) reported that 2.3% K-oxalate solution is isotonic 
for horse blood. Therefore, in order to exclude such apprehen- 
sions, the concentration of K-oxalate solution to be used should be 
ea. 2% and should be added to the blood in the proportion of 1:9. 

Next, a method of measuring the blood pH by means of a 
hydrogen gas electrode will be studied. As to the oxalated blood 
at a low temperature, its pH can be determined by means of a 
hydrogen gas electrode, as in this case glycolysis is stopped. This 
fact was confirmed by using oxalated horse blood at 16°C, as is 
shown by Table 7. The pH value of whole blood obtained by means 
of the hydrogen gas electrode agreed well with that estimated with 
the glass electrode directly after the blood was drawn. 


TABLE VII. 
pH of the same oxalated blood at 16°C (horse). 


“ ; Hydrogen gas Glass 
Sample electrode electrode 
1 | 7.687 pH 7.692 pI 
9 


7.685 7.686 


On the other hand, at 37°C, we could not determine accurately 
the pH of the whole blood by means of the hydrogen gas electrode, 
owing to the acid change due to glycolysis. An extreme example 
is given in Table 8, where the pH value of oxalated rabbit blood 
estimated with the hydrogen gas eelctrode is much smaller than 
that of the same blood determined with the glass electrode, im- 
mediately after shedding, without anticoagulant. The difference 
between them is 0.24 pH on an average, when the former was 
determined 314 hours after shedding. In the ease of two of the 
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TABLE VIII. : 
pli of the same blood at 37°C (rabbit). 


= é 
: Time after | dl Leoteade 
shedding Hydrogen gas electrode ass electrode 
No.of = 2°30' 3° 3°30’ immediately 
of electrode SEN 
1 7.205 pH 7.187 pH 7.174 pH 7.389 pH 
2 7.153 7.163 7.150 
3 7.162 7.133 7.123 
Mean (WE 7.161 7.149 7.389 


the pH of the blood decreased gradually, and the constant potential 
could not be attained, though, in No. 2, an apparent constancy 
was reached. 

The fact that an accurate pH determination of whole blood is 
impossible by the hydrogen gas electrode method, is true not only 
for blood immediately after shedding, but also for all sorts of 
whole blood, when measured at 37°C, at which glycolysis proceeds 
rather rapidly. 

As is well known, glycolysis is caused by the action of a 
glycolytic enzyme contained in the corpuscles, especially in the 
leueoeytes. Accordingly, it never occurs in plasma_ perfectly 
separated from the corpuscular elements. Next, there is no doubt 
that: whole blood has the same pH as its plasma, when estimated 
by the ordinary method. In fact, Parsons (1917) found that 
the pH of whole blood agreed well with that of its plasma, when 
the estimation was made with the hydrogen gas electrode. We 
confirmed the faet by means of the glass electrode method with 
oxalated horse blood at 16°C. As is seen in Table 9, the pH of 
the whole blood and that of its plasma coincided well with each 
other. From these facts, it is certain that the pH of the blood at 
body temperature can be obtained by estimating the pl of its 
plasma by means of the hydrogen gas electrode method at the same 
temperature. This fact was confirmed in the experiments described 
below. 
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TABLE IX. 
Oxalated horse blood at 16°C. 


No. of 


electrode Plasma Whole blood 
1 7.656 pH 7.661 pH 
2 7.689 7.686 
3 7.679 
Mean 7.675 7.674 


Now we shall discuss the procedure of preparing plasma 
samples. When we want to estimate the pH of circulating blood, 
it is best to separate the plasma completely from the blood at 0°C 
immediately after shedding, as the action of the glycolytic enzyme 
is inhibited by cold. When citrate, hirudin or heparin is used to 
prevent blood coagulation, the separation of the plasma must be 
carried out at O0°C. On using K-oxalate, however, it does not 
seem necessary to have this temperature. It was found that when 
the plasma is separated at the temperature of the room (24°C or 
below) within one hour, glycolysis is inhibited perfectly by K- 
oxalate, so that the pH of the plasma thus obtained will be the 
same as that of the circulating blood. 

As soon as the blood was collected in a syringe from the 
carotid artery of a rabbit, part of it was transferred to a glass 
electrode and its pH was estimated at 37°C. To the remaining 
portion, 2% K-oxalate solution was added in the proportion of 
1:9, and it was centrifuged at the room temperature (23°-24°C) 
at a speed of ca. 2500 revolutions per minute for ca. 30 minutes. 
(When the blood was centrifuged for ca. 10 minutes, the plasma 
obtained suffered a slow acid change, perhaps due to leucocytes 
remaining in it.) Then the plasma was separated from the blood 
one hour after shedding, and the pH of this plasma was estimated 
with a glass electrode and also with hydrogen gas electrodes. As 
given in Table 10, all three determinations agreed well with one 
another. Thus we could estimate the pli of the blood in its cir- 
culating state by means of the hydrogen gas electrode method. 
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TABLE X. 


Rabbit blood at 37°C. 


pH of blood 
’ immediately | pH of plasma | pH of plasma 


Anticoagulant Sample after shedding (with glass | (with hydrogen 


solution 


(with glass electrode) gas electrode) 
electrode) 
a 7.423 7.416 7.413 
siete ans 2 7.353 7.374 7.363 
4 7.415 7.356 7.363 
4% Na-citrate 
7.439 7.389 7.376 


Similar experiments having been performed with a 4% Na- 
citrate solution, which is nearly isotonic, the plasma pH estimated 
was found to be smaller than that of the blood immediately after 
being shed. See the same table. This acid change was probably 
due to glycolysis, which proceeded before the plasma was separated, 
for citrate is not able to inhibit glycolysis perfectly. In other 
words, citrate is not a suitable anticoagulant for this purpose. It 
is certain that the same can be said of hirudin and heparin. 

In short, according to our researches, oxalate is the most 
suitable anticoagulant for studying the blood pH. By adding 
ea. 2% oxalate solution to blood immediately after being shed in 
the proportion of 1:9, the plasma is separated completely from 
the corpuscles, especially from the leucocytes, within one hour at 
the room temperature (24°C or below). The pH of this plasma 
measured by the usual hydrogen gas electrode method gives the 
accurate figure for the blood in its circulating state. This method 
should be adopted not only for the estimation of the pH of cir- 
culating blood, but also generally for blood pH determinations at 
37°C, in cases where the hydrogen gas electrode is employed. 


RESUME. 


1. The influence of various anticoagulants on the blood pH 
having been studied within several minutes after shedding, it is 
found that they have no perceptible effect when solutions in the 
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following concentration or under are added to the blood in the 
proportion of 1:9. 

K-oxalate:5%, Na-citrate:5%, NaF :1%, NaF 2% +K-oxalate 

1%, hirudin:0.5%, heparin :1%. 

These doses are all greater than minimum doses for preventing 
blood coagulation, except that of NaF. 

2. When 10% K-oxalate solution is added to blood in the 
proportion of 1:9, the reaction of the blood shifts markedly to- 
wards the alkaline side. When a 2% or more concentrated solu- 
tion of NaF, a mixture of 3% NaF and 1% K-oxalate, or a 10% 
Na-citrate solution are used in the same proportion as above, the 
blood suffers a remarkable acid change. 

3. Among anticoagulants, K-oxalate is the most suitable one 
for studying the blood pH, as it inhibits, though not perfectly, 
the acid change due to glycolysis, while its influence on the blood 
pH is minute as compared with its action of preventing blood 
coagulation. 

4. In order to estimate the pH of blood, especially that of 
blood immediately after shedding, at 37°C, by means of the 
hydrogen gas electrode method, the following procedure is recom- 
mended: Ca.2% K-oxalate solution is added to the blood in the 
proportion of 1:9, and the plasma is separated perfectly from 
the corpuscles, especially from the leucocytes, at the room tempera- 
ture (24°C or below) within one hour. The estimated pH of this 
plasma at the body temperature represents that of the blood, un- 
affected by glycolysis or any other disturbances. 
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electrode method. III 
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INTRODUCTION. 


At the present time, two views are held with regard to blood 
coagulation. One is the ferment theory originated by A. Schmidt 
(1861/62), and extended by Morawitz (1905) and others. The 
other is that which regards blood clotting as a physico-chemical 
reaction. Among advocates of the latter, Hekma (1918), Hirsh 
(1924) and also Stuber and Lang (1930) consider the acid 
change in shed blood as being an influential factor in the clotting 
process. For example, after estimating the lactie acid content of 
the blood before and after clotting, Stuber and Lang (1930) re- 
ported the existence of a parallel relation between the degree of 
clotting and that of glycolysis, and maintained that the acid change 
due to glycolysis brings the blood reaction to about the isoelectric 
point of fibrinogen, at which point the fibrinogen is precipitated 
in the form of insoluble fibrin. According to their theory, the 
blood reaction must shift to the acid side at least before the 
clotting begins. 

There are several studies on this point. When he measured 
the pH of oxalated blood and of clotted blood by means of Dale- 
Evans’ indicator method, Ross (1921) found no difference be- 
tween the two. Kugelmass (1923) followed the pH changes in 
artificial coagulating systems; e.g. in mixtures of thrombin and 


297 


298 H. Yoshimura: 


plasma or fibrinogen at various pH, by means of the hydrogen gas 
electrode method, and found that an alkaline change of 0.14—0.64 
pH took place on coagulation. He attributed it to the adsorption 
of hydrogen ion by the fibrinogen on changing into fibrin. Stuber 
and Lang confirmed his results, when investigating the pH 
changes in clotting blood by the quinhydrone electrode method 
(1926), and also in artificial coagulating systems by means of the 
hydrogen gas electrode (1927). They maintained that this alkaline 
change is due to the adsorption of hydrogen ion on fibroin after 
this has been produced, so that this fact bears no relation to their 
theory. On estimating the pH of the plasma before clotting and 
that. of its serum after coagulation by means of a spectrophoto- 
meter, Hirsh (1924) found that the latter is more acid by 0.09 
pH on an average than the former, and considered that the acid 
change accompanies blood clotting and acts as a favorable condi- 
tion for it. 

This problem has been studied by most investigators on the 
pH of the plasma and serum, or of artificial coagulating systems, 
but not on actual coagulating blood. Stuber and Lang (1926) 
followed the changes in the pH of clotting blood by means of the 
quinhydrone electrode. But, in the light of our present knowledge, 
it is certain that this method may result in a serious error when 
applied to the case of whole blood, as its potential changes with 
the lapse of time. Thus, Stuber and Lang’s result may include 
the change of potential of the quinhydrone electrode because of a 
chemical reaction between the quinhydrone and certain components 
of the blood. 

Recently, Havard and Kerridge (1929) made direct in- 
vestigations on the pH changes in clotting blood by means of the 
glass electrode method, and reported that the clotting had no 
influence on the blood pH, which result contradicts the above 
mentioned studies. 

In the present research on this problem investigations were 
carried out by means of the glass electrode, the potential of which 
responds immediately to changes in the pH and undergoes no 
disturbance from the process of clotting. The results obtained 
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enable us to criticise the theories mentioned above, especially 
Stuber and Lang’s theory of clotting. 


METHOD. 


The samples used were rabbit and toad blood. At 37°C, the 
blood clotted so rapidly that the change in the pH during the 
coagulation could not be followed. Therefore, the process was 
studied at room temperature, usually at 16°C, when the clotting 
of the blood was to a certain extent delayed, this temperature 
being really the physiological one for toad blood. 

As soon as the blood was collected in a syringe, it was trans- 
ferred to a glass electrode, and the changes of its pH were followed 
over a space of time. The details of the method of measuring 
were the same as those already described in the first report of this 
study (Yoshimura, 1935). In order to determine the time point 
of the beginning and end of the blood clotting, a portion of the 
same blood was transferred into a capillary tube of ca. 1mm bore 
and the flow of blood was observed, the tube being inclined every 
ten seconds or so. When the flow began to be delayed, or when 
a drop of blood kept between the finger-tips began to develop a 
viscous thread, it was taken as being the initial point of the clotting. 
When the blood in the capillary ceased to flow, it was taken as 
being the final point of the blood clotting. Thus, the changes of 
the pH and the progress of the blood clotting were observed 
simultaneously with blood samples from the same source, at the 
same temperature. 


EXPERIMENTAL RESULTS. 


In 18 experiments with toad blood, it was observed that the 
blood clotting began ca. 8-10 minutes and was completed ¢a. 5-15 
minutes after the blood had been collected. No acid change could 
be found either before, or during, the course of the coagulation. 
In 14 of the cases, a slight alkaline change of 0.003—0.014 pII was 
found to begin almost simultaneously with the clotting. This can 
be seen in examples a; and dy of Fig. 1. In this figure, the 
beginning of the blood coagulation is marked |, the end 7. In the 
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Fig. 1. 
Blcod clotting and blood pH. 


7.60 


0 20 40 60 80 .100 120 
Time after shedding (minutes) 


a1, ae & as. Toad blood 

b. Rabbit blood 

e. i 9+ (0.15% Hirudin) 1 
d. % 3+ (4% Na-citrate) 1 


other 4 vases, the blood pH remained constant (ef. a3, Fig. 1). 
An acid change was found to begin first ea. 12-60 minutes after 
shedding. That this change is due to glycolysis was proved by the 
faet that it was stopped by the addition of NaF (ef. our first 
report). 

In 4 experiments with rabbit blood, the clotting began ca. 1-2 
minutes and ended ea. 3-5 minutes after shedding. The pH re- 
mained constant before, as well as during, the coagulation (ef. b, 
Kig. 1). The aeid change due to glycolysis was found to begin 
first 15-60 minutes after shedding. 
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In short, the acid change due to glycolysis takes place neither 
before nor during the course of the blood coagulation, but begins 
after the coagulation is completed. A slight alkaline change was 
found in coagulating toad blood, as Ku gelmass (1923) had 
already reported, but its extent was not so great as that found 
by him. 

As shown by ¢ and d in Fig. 1, blood in which clotting was 
completely prevented by the addition of an anticoagulant (hirudin 
or Na-citrate), also suffered an acid change. Similar results were 
obtained in the ease of experiments at 37°C, as has already been 
related in the first report. In short, an acid change due to 
glycolysis occurs even when blood clotting is completely stopped 
by anticoagulants. 


DISCUSSIONS. 


From the results described above, it is certain that blood 
clotting takes place regardless of the acid change of the blood. 
This fact coincides with Havard and Kerridge’s results. ‘The 
alkaline change which we found in coagulating toad blood is 
probably due to the adsorption of hydrogen ion by the fibroin, as 
set out by Kugelmass (1923). It is supposed that adsorption of 
hydrogen ion takes place in the case of rabbit blood also, but as 
no alkaline change appears, probably the buffer capacity of rabbit 
blood is greater than that of toad blood. As is stated above, 
Stuber and Lang (1926/27) also confirmed an alkaline change, 
which they regarded as a secondary process after the blood clotting. 
By reason of the fact that the change estimated by the ordinary 
method of pH-determination represented the final result of the 
changes that have occurred in the complicated coagulating system, 
they did not regard the occurrence of alkalinity as evidence against 
their theory of blood clotting. It is difficult to understand why 
an acid shift of the pH of the medium (brought about by the 
acid production of glycolysis) to the isoelectric point of fibrinogen, 
at which point the fibrinogen precipitates itself, should not come 
out on the potential of the glass electrode membrane touching the 
medium. So long as any acid shift in the reaction of the medium 
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is not detected by the measurement of the potential, the coagulation 
of fibrinogen to form solid fibrin cannot be attributed to any acid 
change due to glycolysis. 

Stuber and Lang(1930) thought that certain anticoagulants 
exert two actions in preventing coagulation, i.e. (1) they depress 
the glycolysis and further (2) render the colloidal state of plasma- 
protein stable. No definite evidence was, however, advanced by 
them to account for the presence of such stabilizing power. 
Contrary to the first point of their theory, we found that the acid 
change due to glycolysis took place in blood in which coagulation 
had been prevented by means of an anticoagulant. From the fact 
described above, it is certain that the acid change due to glycolysis 
has no direct relation to blood clotting, so that we cannot agree 
in this respect with Stuber and Lang, who regard the acid 
changé due to glycolysis as the direct cause of blood clotting. 


RésuME. 

There is no direct relation between blood clotting and the acid 
change of the blood reaction. The acid change does not occur 
during the course of blood clotting at 16°C. On the other hand, 
it takes place in blood which has been prevented from coagulating 
by the application of an anticoagulant. Therefore Stuber and 
Lang’s view, who attributed the cause of blood coagulation to 
the acid change due to glycolysis, is invalid. 
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When hexosediphosphoric acid is decomposed by the coenzyme- 
free. glycolytic enzyme system, there is produced, besides methyl- 
glyoxal, a small quantity of hexosemonophosphorie acid and of 
free hexose. This fact led Neuberg to the assumption that in the 
natural “glycolytic process hexosediphosphorie acid might be 
distintegrated into Cs-compounds through intermediary stages of 
hexosemonophosphorie acid and free hexose. On the basis of this 
hypothesis phosphatase has been assumed to be involved in the 
natural elycolysis or at least in the decomposition of hexosediphos- 
phoric acid into methylglyoxal. 

It is yet an unsettled problem whether the phosphatase which 
hydrolyzes glycerophosphorie acid is identical with the enzyme 
which liberates phosphoric acid from hexosediphosphorie acid when 
the latter substance is decomposed into methylglyoxal. Brain tissue 
is very active in producing methylglyoxal but it is low in phos- 
phatase content; bone tissue does not produce methylglyoxal so 
actively for its phosphatase content. 

To solve this problem the present writer has investigated the 
decomposotion of diphosphoric ester into methylglyoxal by the 
enzyme systems obtained from animal tissues. He has found that 
monophosphorie ester and free sugar are actually produced from 
diphosphorie ester by the action of phosphatase, but that they are 
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the products of a side reaction which has-no direct relation to 
the formation of methylglyoxal. Free sugar is to be regarded as 
the end-product of the simple hydrolysis of diphosphorie ester by 
phosphatase. Thus a suggestion has arisen that the production of 
methylglyoxal from diphosphorie ester might follow a process which 
differs from that in Neuberg’s hypothesis. 


EXPERIMENTAL, 


In experiments of detecting methylglyoxal formed from 
hexosediphosphorie acid, it has been the custom to use, as the 
enzyme source, tissue extracts which are deprived of the co-enzyme 
of glyoxalase by autolysis or dialysis. The use of the enzyme in 
such non-physiological conditions is, however, unavoidable in order 
to check the reaction at the stage of methylglyoxal. 

The enzyme solutions employed in the present experiments 
were the filtrates of autolyzed tissue-extracts of the rabbit. 
Autolysis was performed by incubating the tissue hashes with four 
times the weight of water at 37°C for 2 days in the presence of 
toluene. 

The experimental conditions are stated briefly in the tables 
which correspond to the respective experiments. 

Hexosemonophosphorie acid was determined by taking ad- 
vantage of the difference in solubility of the calcium or barium 
salts of di- and monophosphorie esters. Free sugar was measured 
from the decrease of reducing power after fermentation of the 
solution which was freed from di- and monophosphorie esters by 
precipitating their Ca or Ba salts with alcohol. Phosphoric aeid 
was determined by the usual colorimetric methods; lactic acid by 
the Friedemann, Cotonio and Shaffer method; methy]- 
glyoxal by the Ariyama or Barrenscheen method. 


I. Hydrolysis of hexosediphosphoric acid into herosemono- 
phosphoric acid and free hexose by phosphutase. 
The first experiments to be reported are concerned with the 


question whether the ordinary phosphatase would really take part 
in the initial stage of the decomposition of diphosphoric ester. It 
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was found that the tissues which contained more phosphatase were 
more active in producing monophosphoric ester and free hexose. 
As is shown in Table I, kidney and bone tissues which were rich 
in phosphatase, far exceeded in this respect, brain, liver and muscle 
tissues which were low in phosphatase content. The activity of 
phosphatase was examined in the usual way by determining the 
quantity of the phosphoric acid liberated from sodium glycero- 
phosphate; the data in the table represent the amount of hydrolysis 
reckoned as mg. per-cent of phosphorus liberated. Under the ex- 
perimental conditions the quantity of monophosphorie ester was 
far smaller than that of free hexose. This was especially the case 
when the experiments were prolonged for several days. The hexose 
liberated was exclusively glucose. The monophosphorie ester which 
was obtained by hydrolyzing diphosphorie acid with the autolyzed 
kidney tissue showed towards Hanes’ reagents 80.0% reducing 
power of the equivalent amount of glucose, while towards 
hypoiodite it was 50.8%. [a]p=+21.7°(free acid). These results 
indicated that monophosphorie acid consisted of 50% aldo-ester 
and 50% keto-ester. When the kidney tissue which was purified by 
the Erdtman method (see below) was used, the monophosphoric 


TABLE I. 
Production of Free Hexose from Hexosediphosphate and Hydrolysis of 
Glycerophosphate by Various Tissues of Rabbit. 


TASSUG! ATPOIFRAUC aie con, os oor eas us teis + heuer a 15 ce. 
Sodium hexosediphosphate or..............-.-.. 1.0 gm. 
Sodium glycerophosphate 

Carbonate-bicarbonate buffer (pH 8.9) ......- 50 ee. 
ANENGCRE TORE awe Shes 5 Se ech tne a pls to 250 ee. 

be UOT och ed he) bods x bed ound dione Sa Paeue ia 5 ee. 


37°C. 36 hours. 


Hexose liberated from Phosphorus liberated 


Tissue hexosediphosphate from glycerophosphate 
(mg. % ) (mg. %) 
Kidney 102.0 29.8 
Bone 85.4 18.7 
Liver 32.2 3.6 
Brain 11 2.2 


Muscle 0.6 1.0 


306 T. Takahashi: 


ester isolated was the mixture of 25% aldo-ester and 75% keto- 
ester; the reducing power was 78.6% towards Hanes’ reagents 
and 23.8% towards hypoiodite, [a]>=+12.4° (free acid). Mono 
phosphoric ester was isolated in the following way. To avoid the 
subsequent hydrolysis of the monophosphorie ester once formed, the 
hydrolysis of diphosphorie ester was carried out with a relatively 
small quantity of kidney-phosphatase at a hydrogen-ion concen- 
tration higher than the optimum value for phosphatase. 15 gm. 
of sodium hexosediphosphate were mixed with 50 ee. of the kidney- 
autolysate or with 10 ce. of the Erdtman extract and diluted to 
250 ce. with water. Monophosphorie ester was isolated as Ba-salt 
after 40 hours’ incubation at 37°C. in the presence of toluene. 
Neuberg and Leibowitz (1927) isolated the Robison ester 
from diphosphorie ester by hydrolyzing the latter substance with 
kidney-phosphatase. It seems to the present writer that the nature 
of the monophosphorie acid formed might vary according to the 
conditions of the experiment. 

The line of experimentation followed was to separate phos- 
phatase from other enzymes which included glycolytic enzyme. 
The Erdtman method (1927) of purifying phosphatase was found 
to be available for this purpose. Kidney- and bone-extracts treated 
with this method were still highly active in liberating phosphorie 
acid and hexose from diphosphorie ester (Table II). Attention 
is to be paid to the fact that methylglyoxal was never produced. 
Under certain conditions the yield of free sugar corresponded to 
more than 90% of the value calculated from the quantity of the 
phosphoric acid liberated (Table III). The experiments listed in 
Table II were carried out in the borie acid-borax buffer of pH 6.8, 
so as to prevent the subsequent disappearance of the methylelyoxal, 
if formed. However, since the presence of borate inhibits the 
activity of phosphatase and interferes with the determination of 
sugar, the experiments in which the yield of sugar was examined 
were performed in the carbonate-bicarbonate buffer of pH 8.9 which 
was the optimum hydrogen-ion concentration for the hydrolysis of 
diphosphorie ester by the purified enzyme. The rate of hydrolysis 
of the ester by the purified liver-autolysate was quite low, nor was 
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TABLE ITI, 
Decomposition of Hlexosediphosphate by Purified Enzyme of 
Various Tissues. 


Purified enzyme solution (Erdtman) ......... 5 ec. 
Sodium hexosediphosphate .................. 500 mg. 
Borie acid-borax buffer (pH 6.8) ............ 50 ee. 
PA ostemer. et nite et eet Lint tans alee to 250 ee. 
OMIOR Rt eee IETS GOH ER oc kee iss see, 
BY PAG 
Time of Phosphorus | Methylglyoxal formed 
Tissue ineubation liberated 
(hr.) (mg. %) (mg. %) Jo 
a 20 21.8 0 0 
fia? 48 27.3 = 0 
= 20 17.5 0 0 
a 48 1 + 0 
20 0 0 
Liver 
48 + 0 
20 1.9 4.3 99.4 
Muscle 
48 4.9 11.0 98.2 


there any production of methylglyoxal in this case. Muscle was 
an exception. The purified muscle-extract liberated phosphoric 
acid from the ester only to a slight degree, but it produced methy]- 
glyoxal at a high rate. This is explainable by the evidence that 
the muscle-extract was exceedingly rich in the enzyme which 
produces methylglyoxal from the ester and a part of it remained 
still active after the purification. Under these circumstances the 
most part of the phosphoric acid liberated was the result of the 
decomposition of the ester into methylglyoxal, since muscle tissue 
contains phosphatase only in a very small quantity. 

The phenomena quoted above can be interpreted, if tried in 
the Neuberg fashion, as the sequence of the survival of phos- 
phatase in the extracts and of the inactivation of ‘‘glycolase”’ 
which was postulated to decompose free sugar into methylglyoxal. 
However, the hexose which had been once produced was never 
decomposed into methylglyoxal under the experimental conditions. 
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TasLe IIT. 
Production of l"ree Hexose from Hexosediphosphate by Purified 
Kidney Phosphatase. 


Purified kidney phosphatase ............--.-. 2.5 ee. 
Sodium hexosediphosphate .,........-.-.+--- 500 mg. 
Carbonate-bienrbonate buffer (pH $.9) ....... 50 ce. 
MOORS ao & 065. bd sips wicks o ew eal vee tees eis eee a ee to 250 ec. 
@iticns Pee oe PE Sg een EA eee gg ENCE 
87.0, 
Time of Phosphorus Hexose formed 
ineubation liberated = 
(hrs. ) (ng. %) (ang. Y) % 
a aes btn. =n! — 
24 23.7 | 63.0 91.7 
48 27.0 69.0 101.1 


The replenishment of ‘‘glycolase’’ by adding to the purified ex- 
tracts the tissue-autolysates was completely ineffectual in dis- 
integrating the sugar molecule. 

In connection with the stoppage of the production of methyl- 
glyoxal from diphosphorie ester by the purified enzyme, it may 
be added here that the purified enzyme lost the ability of converting 
the ester into triosemonophosphorie acid which was considered by 
Meyerhof and Lohmann (1934,i) as the precursor of methyl- 
glyoxal, The exceptional behaviour of the muscle tissue mentioned 
above might be due to the action of the survived ‘‘zymohexase.’’ 
With the employment of the autolyzed tissue-extracts, Nakamura 
(1935) found that all the animal tissues were capable of decompos- 
ing hexosediphosphorie acid into triosephosphoric acid. It was 
pointed out during the present experiments that triose-ester was 
hydrolyzed by phosphatase at a higher velocity than hexosedi- 
phosphorie acid (Table IV). A good deal of triose-ester must have 
been hydrolyzed side by side with hexosediphosphorie acid in the 
present experiments in which the autolysates were used. This 
might be especially the case when the tissues rich in phosphatase 
were employed. In fact, it is demonstrated in Table V that the 
hydrolysis of triose-ester took place under the experimental condi- 
tions at pH 9, but only slightly at a pH lower than 7. The 
hydrolysis of triosephosphorie acid by phosphatase had no bearing 
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TABLE IV, 
Hydrolysis of Hexosedi- and Triosemonophosphorie Acid by Phosphatase, 


Sodium hexosediphosphate or 


Sodium triosemonophosphate ,.............. 300 mg. 
Purified kidney-phosphatase ................ 3 ce, 

Carbonate-bicarbonate buffer (pH 8.9) ....... 20 ee. 

BG. GOH. s,s eons Petes nok AY to 100 ce. 

fe ee ee ee ee ee eee es 2 ee. 

Sy 


Control: triose-ester without enzyme. 


Reducing substance 


* 
Time of | Phosphorus produced (mg. 7o) 


ineubation liberated 


my, Ferment- Non- 
(hrs. ) (mg. %) . able ferment- 
sugar able sugar 
2 12.32 16.53 12.71 3.82 
Di-ester 
5 20.19 37.33 31.42 5.91 
i 2 19.22 66.33 9.12 56.21 
Trioge-ester 
5 32.86 104.80 15.04 89.76 
2 4.88 3.20 0 3.63 
' Control 
5 10.48 14.13 0.99 13.15 


* The values are expressd in terms of glucose. 


on the production of methylglyoxal; the triose once formed re- 
mained unchanged under any conditions, 

All the facts seem to suggest that free hexose is the product 
of the simple hydrolysis of hexosediphosphorie acid by phosphatase 
and that it is not an intermediary product of the formation of 
methylglyoxal, so far as the autolyzed extracts are used. 

The question was then raised whether hexosemonophosphorie 
acid would be the intermediary product of the simple hydrolysis 
of hexosediphosphorie acid. The interconversion between di- and 
monophosphorie esters has been observed repeatedly, but the true 
significance of the correlation of these esters one with another has 
never been settled. 

Monophosphoric esters (the Neuberg, Embden and 


310 T. Takahashi: 


TABLE. V, 
Hydrolysis of Triose-Ester. 
Experiments :— 

0.5 ee, purified kidney-phosphatase + 72.4 mg. 
Na-triosephosphate +50 ce. buffer solution. 
No.1: pH 6.5 NaHCOs-HCl mixture. 

No.2: pH 8.9 NaHCO;-Na-CO; buffer. 
No.3: pH 6.5 borie acid-borax buffer. 
No.4: pH 8.9 boric acid-borax buffer. 
No. 1’-No. 4’; same to the corresponding main experiments, 
but without the enzyme. 
Mixtures were diluted to 100 ce. with water. 
2ec. toluene. 37°C. 


wa Phosphorus liberated (mg. %) 


x : Methylglyoxal 
. . gee Amount due to | produced (mg. %) 
Rey Total amount phosphatase 
OCT DN ek Se ee ee 
0, 
No, of eo 6 hrs. |12 hrs.|24 hrs. 6 hrs. |12 hrs./24 hrs.| 6 hrs. |12 hrs. 


2.97 0.65 | 0.53 | 0.87 | 5.54 | 8.54 
‘ 2.32 5.13 | 7.62 
7.67 4.02 | 3.92 | 2.27 | 0.99 | 0.44 


3.65 
3.11 
2.32 
6.35 
2.97 


4.65 | 5.55 
5.34 | 8.41 
5.13 | 7.83 
4.72 | 6.13 
6.54 | 9.87 


0.79 | 0.62 | 1.29 


3.38 | 3.58 | 2.68 


- 


yer Wot wb = 


Robison esters) were hydrolyzed by the tissue-autolysates simply 
into phosphoric acid and free hexose; no methylglyoxal was formed 
(Table VI). The quantity of hexose corresponded to more than 
90% of the value calculated from the amount of the phosphoric 
acid liberated (Table VII). There was no distinguishable dif- 
ference in the velocity of hydrolysis between the three esters. As 
is shown in Table VI the hydrolysis was marked in tissues, such 
as kidney and bone, while it was of a slight degree in other tissues. 
The hydrolysis of monophosphorie ester by the autolysates took 
place far more slowly than diphosphorie ester. The free sugar 
once formed was never decomposed into methylglyoxal wider the 
experimental conditions; the supplement of ‘‘glyeolase’” or the co- 
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TaBLe VI. 
Decomposition of Neuberg’s Ester by Autolysates of Various Tissues, 
Tissue autolysates ............ Seles slate elehesiaten gy mO-CG, 
Sodium hexosemonophosphate (Neuberg) ..... 400 mg, 
Boric acid-borax buffer (pH 6.2) ...,......... 50 ee. 
eNO E 1 CTL ee re eee ea to 250 ce. 
4 LIE) FEZEE Av as ec ent ps ope, tal Nee heats deine 5 ee. 
87°C. 
een... — ———————E—EeEeEeEeee 
Time of Phosphorus Methylglyoxal 
Tissue ineubation liberated formed 
(hrs. ) (mg. %) (mg. %) 
oe 24 2.7 + 
shia 48 3.3 + 
i 24 4.2 *& 
oe 48 7.6 e 
: 24 0.9 + 
Liver 48 18 ts 
24 0.7 + 
Muscle 48 0.8 ibs 
: 24 0.4 + 
Brain 48 0.5 a 
TaBLeE VII. 


Production of Free Hexose from Neuberg’s Ester by Bone-autolysate. 


MSOC MOINS ALC vee coin = pices sie 2-0 ain Sueno rieais 5 ee. 
Sodium hexosemonophosphate (Nenberg) ..... 400 mg. 
Carhbonate-hicarhbonate buffer (pH 8.9) ....... 50 ee. 
ENQIGCRE CER nae setae te eles s wists anaia to 250 ce. 
Poluen Gee ee Pied ch ols Ss store claps epereigivra 5 ee. 
372. 
Time of Phosphorus 
incubation liberated 
(hrs.) (mg. %) 
25 14.31 


48 14.76 
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enzyme of the glycolytic system failed. It was indicated by the 
above experiments that monophosphoric ester was simply 
hydrolysed to phosphoric acid and sugar by the tissue-autolysates 
while diphosphorie ester was further decomposed into methyl- 
glyoxal. That monophosphoric ester has no direct relationship to 
the methylglyoxal formation can be concluded also from the fact 
that th ester never produced triose-phosphorie acid. Meyerhof 
and Lohmann (1934, ii) wrote’ briefly that they observed similar 
phenomena under different conditions from those of the present 
experiments. Hexosemonophosphorie acid might probably be the 
intermediate of the simple hydrolysis of diphosphorie ester into 
free sugar. However, the hydrolysis of diphosphoric ester seemed 
to take place in a more complicated way than the simple liberation 
of two molecules of phosphoric acid in succession. The detailed 
examination on this point is now in progress. The fact that mono- 
phosphori¢ ester was formed only in a small quantity in the course 
of the hydrolysis of diphosphorie ester, may be explainable by the 
evidence that di- and monophosphorie esters were hydrolyzed by 
the purified enzyme at velocities which were not widely divergent ; 
diphosphorie ester was hydrolyzed a little faster than the other 
(Fig. I). 

Optimum hydrogen-ion concentration for the liberation of 
phosphorie acid from hexosemono- and diphosphorie acids was 
examined. It is shown in Table VIII that the hydrolysis of 
monophosphoric ester by the tissues took place most prominently 
at pH 9, while the rate of the hberation of phosphorie acid from 
diphosphorie ester varied with different tissues. Optimum 
hydrogen-ion concentrations lay at pH 9 for kidney, bone and 
liver tissues, but at pH 7 for muscle and brain tissues. The ex- 
planation for the variation of optimum hydrogen-ion concentra- 
tions with varying tissues and esters may be as follows. When 
it is considered that monophosphorie ester suffers only simple 
hydrolysis, it will be easily understood why monophosphorie ester 
splits off phosphoric acid most rapidly at the optimum hydrogen-ion 
concentration for phosphatase. The liberation of phosphoric acid 
takes place under more complicated circumstances in the case of 
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Fig. 1. 
Liberation of Phosphoric Acid from Hexosedi- and -Monophosphate | 
by Purified Kidney-Enzyme. 


Purimhed kagney-enzymo" 2. ves eee vce cen ws ". 2ee. 

Sodium hexosediphosphate .................. 600 mg. 
Sodium hexosemonophosphate (Neuberg) ..... 853 mg. 
Carbonate-bicarbonate buffer (pH 8.9) ....... 50 ee. 

Ag lent: .<<;,.... 1b eto AKA an ‘to 250 ce. 

EDI CTE ie. Ges Rashes Fea ok ee ae eee oe . 5 ce. 

37°C: 


35 


30 


—— Di-ester 


15 
---- Mono-ester 


10 


Phosphorus liberated (mg. % ) 


0 5 10 15 20 5 30 35 
Time (hrs.) 
diphosphorice ester. There are two methods of liberating phos- 
phorie acid. The one is the simple hydrolysis of the ester by 
phosphatase; the other is the decomposition of the ester into 
methylglyoxal. In kidney and bone tissues, phosphatase plays an 
important réle for the liberation of phosphoric acid ; in consequence 
the optimum hydrogen-ion concentration lies at pH 9. In muscle 
and brain tissues which are rather low in phosphatase content, 
phosphorie acid is liberated mainly as the result of the decomposi- 
tion of the ester into methylglyoxal and this reaction was found 
to be carried out most notably at pH 7. Liver occupies the inter- 
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TaBLE VIII. : 
Influence of Hydrogen-Ion Concentration on Liberation of Phosphorie Acid 
from Hexosedi- and -Monophosphate by Various Tissue- 
: Autolysates. 


PIGSUC-AULOLYSATO! sac cos cic 2-1 ernment 5 ee, 

Sodium hexosediphophate .............+---- 500 mg. 
Sodium hexosemonophosphate (Neuberg) ..... 400 mg. 
CO-NaHCoOs or NaHCO:-Na:COs buffer .....- 50 ce. 

BAC Ke ae orn HRN ee Ar acti meter & to 250 ce. 
MPOVRONG! Mac crn cette ay etree CIC en On TeES 3 ee, 

BTEC: 


Time of = Dene tee “cede nae, an ai “il tek > > ee a eee ~ 
‘ incubation Mono-ester Di-ester 
Tissue (hrs.) 
pH 6.2\pH 7.0|pH 8.9|pH 9.6|pH 6.2/pH 7.0/pH 8.9\pH 9.6 
24 2.7 3.0 9.8 9.1 10.6 | 11.0 | 15.4 | 13.5 
amined 3.3 | 43 | 13.7 | 131] 17.3] 178] 182 | 15.4 
4.2 6.5 | 12.3 8.7 7.6 8.7} 17.0 | 16.0 
Bone § = = 
7.6 LOZ? li hee 9.5 ESR ASE a S825 |e 
0.9 bss} 5.0 4.9 8.2 9.4 | 11.2 1033 
Liver F 
1.8 2.0 Lhe OS JID | PAG Ost 137: veri 
Sa 0.4 0.4 0.8 OM || DS | eae ee LS 4.1 
eo 0.7 |-06| 091 081-1681 1797) 128) 4.3 
' 0.4 a 0.6 = eK 12 OF ade: 6.7 
Brain # ' 
0.5 = 0.8 —_— | 17.1 mY A | ES Tek 


mediary situation between kidney and muscle groups in every 
respect. It contained more phosphatase than the latter group but 
less than the former. Its optimum bydrogen-ion concentration for 
liberating phosphorie acid from the ester was at pH 9, but the 
rate of the increase in the activity of phosphatase by changing the 
hydrogen-ion concentration from pH 7 to 9 was not so marked as 
in the kidney group. 

It will be noticed in Table VIII that the optimum pH value 
for dephosphorylation of the di-ester by liver was observed to have 
changed from pH 9 to pH 7 after 48 hours. This apparently 
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inconsistent evidence may be explainable in the following way. 
As was pointed out by Meyerhof and Lohmann (1934, ii), the 
production of triose-ester was not influenced by the pH values of 
the medium. However, this was observable only for several hours 
at the initial stage of the reaction; later the production of the 
ester became slower at higher alkalinity (Table IX). This was 


TaBLeE IX. 


Produetion of Triosephosphorie Acid from Hexosediphosphate at 
Various H-Ion Concentrations. 


ESSE Pe Tih RO) | Gers hae Se OM ee nee ee eA 5 ee. 
Sodium hexosediphosphate ....,............. 500 mg. 
CO.-NaHCOs or NaHCO;-Na2COs buffer ...... 50 ee. 
sete me Fe) agree Ss Bet SERRE << eee aS, to 250 ec. 
SGN Geen eee ee ve rigcrasiee teu oh oc eee 5 ee, 
SHARES 
Time of Triosephosphorice acid produced (mg. %) 
Tissue incubation es 
(hrs. ) pt 6.5 pH 7.2 pH 9.0 pH 9.7 
5 i 2.3 2:3 2.3 2:3 
sane 24 5.8 5.7 2.8 0.4 
1 7.9 7.9 7.9 7.9 
pt usele 24 5.5 5.2 1.9 0.4 
\ | 6.2 6.2 6.2 6.2 
<i aa 24 5.6 5.4 2.2 0.5 


not due to the subsequent decomposition of the ester once formed, 
but to the gradual destruction of ‘‘zymohexase’’ at higher 
alkalinity; there was no notable difference in the velocity of the 
spontaneous decomposition of triose-ester at pH 7 and 9, but it is 
shown in Table X that the previous incubation of the enzyme at 
pH 9 reduced its activity much more markedly than at pH 7. 
Sinee a good deal of phosphoric acid liberated by liver tissue is 
due to the formation of methylglyoxal, the liver liberates phos- 
phorie acid, under these circumstances, more prominently at pH aq 
than at pH 9 after a long incubation. 
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TABLE X. 
Influence of Hydrogen-Ion Concentration Activity of 
“Zymohexase” (Meyerhof). 


Muscle autolysate 2... nc cece se ce tcene ee 2 ce. 

{ carbonate putter (pH-7 and 9)... e- ees 40 ce. 
TEEN? = ogo er ora eee ca oes Cee ie esl cutace 2 ee. 
87°O, 


After ineubating for 10 or 20 hours, 200 mg. of sodium hexosediphosphate 
were added and diluted to 100ce. with water. Triosephosphoric acid 
formed was determined after 15, 30 and 60 minutes’ incubation by measur- 
ing alkali-hydrolysable phosphoric acid. 


Time of previous Triosephosphoric acid formed (img. %) 
pH ineubation of 

enzyme (hrs.) 15 min. 30 min. 60 min. 

0 33.3 414 44.9 

7.0 10 27.5 36.4 43.6 

20 24.7 35.3 42.6 

0 33.3 41.4 ee.) 

9.0 10 71 - 110 {15.8 

20 14 24 3.1 

aca 


As the liberation of phosphorie acid from diphosphorie ester 
can thus involve two eases, that is, the simple hydrolysis and the 
disintegration into methylglyoxal, the mechanism of the dissolution 
of diphosphorie ester cannot be discussed, as was done in the past, 
only from the state of the liberation of phosphoric acid. It is 
elucidated most correctly by the simultaneous study of the produe- 
tion of free sugar and methylglyoxal. The fact that the liberation 
of phosphoric acid by the tissue-autolysates took place with much 
higher velocity in diphosphorie ester than in monophosphorie ester 
can be explained easily on the ground that the latter ester is 
decomposed only by phosphatase. It will be recalled here that 
Kay (1928) suggested the possible existence of two kinds of phos- 
phatase in tissues. He provisionally named the stable phosphatase 
which was present in kidney and hydrolyzed glycerophosphate the 
“true phosphatase’’; and he called the labile phosphatase which 
was found in muscle and liberated phosphorie acid from hexose- 
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diphosphorie acid ‘‘the pseudo phosphatase.’’ 

The effect of magnesium on the decomposition of diphosphorie 
ester provided another support to the present writer’s view men- 
tioned above. Magnesium accelerated the liberation of phosphorie 
acid from the ester by autolyzed tissues when it was added to the 
system at concentrations lower than m/100. The rate of accelera- 
tion varied according to the kinds of tissues. Table XI shows 
that it was marked in tissues which were rich in phosphatase, while 
it was noticed only to a slight extent in tissues which were deficient 
in the enzyme. As was observed by Hommerberg (1929; 1933), 
and Jenner and Kay (1931), the accelerating effect of magnesium 
on bone phosphatase was rather small and it was manifested only 
at low concentrations. Muscle phosphatase was accelerated by 


TaBLe XI. 
Accelerating Effect of Magnesium on Decomposition of Hexosediphosphate 
by Various Tissues-Autolysates. 


mg. % 
MgCl. |Ineubation = 


Conditions (mg.)| (hrs.) | Free | Methyl-|Mono- H 
exose 
P| glyoxal | ester 
2ce. kidney-autolysate + 420 24 2.76 4.36 | 041 


50 cc. pH 6.2 borate buffer, 
diluted to 100 ee. 2 ce. tolu- 


mg. Na-hexosediphosphate + 0 48 = 9.00 | 1.17 


4.30 | 2.70 


° 24 24.92 
ene. 37°C, 100 
48 28.80 4.80 | 2.36 
24 23.27 4.06 | 2.03 J 
300 : 
48 28.20 4.80 2.09 12.4 
5ce. liver-autolysate + 250 mg. al 24 2.95 3.50 | 0.54 1.96 
Na-hexosediphosphate +50 ce. x peers 3.92 
pH 6.2 borate buffer, diluted RI Mon AAR AS | eS é 
wit hia 24 684} 112 | 143] 12.6 
spe 48 7.26 i oan Wt Ly’ 6S Nae Ea 
10 ce. muscle-autolysate 0 24 6.70| 14.28 =e 
warmed at 60°C. for 20 min. a 06 
+348 mg. Na-hexosediphos- ~~ e ESE) 16-0 r 
phate +100 ec. pH 6.2 borate _ 
buffer, diluted to 250 ce. at 24 8.17) 4.12 2.2 
: 48 9.12 4.50 4.1 
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magnesium only in the early stage of the reaction. The hydrolysis 
of monophosphorie ester was also accelerated by magnesium. The 
important evidence obtained was that the production of methyl- 
glyoxal was remarkably low and that the yield of free sugar 
and monophosphorie ester was greatly increased. This evidence 
was especially notable in tissues which contained phosphatase 
abundantly. The effect of magnesium may be explained in the 
following way. Magnesium, which is the well-known activator of 
phosphatase, accelerates the simple hydrolysis of diphosphorie ester 
by phosphatase, resulting in the increase of phosphoric acid, mono- 
phosphorie acid and sugar on the one hand, and it inhibits the 
decomposition of the sugar molecule into methylglyoxal on the 
other. It was really demonstrated that the hydrolysing action of 
purified phosphatase on diphosphoric ester was accelerated by 
magnesium under various conditions (Table XII), and that 
magnesium inhibited the activity of the ‘‘zymohexase’’ (Table 
XIII). The inhibitory action of magnesium on the production 
of triose-ester was not due to the inerease of the subsequent 
hydrolysis of the triose-ester once formed by the accelerated action 
of phosphatase in the presence of magnesium. This was shown by 
the fact that the liberation of phosphoric acid was never accelerated 
by magnesium in the initial stage of the reaction (Table XIII), 
though it was affected in the later period (Table XIV). The effect 
of magnesium could be noticed even at 0.0001 M concentration. In 
the study of the decomposition of diphosphorie ester, the use of its 
Mg-salt that has been quite frequently made, should be avoided 
on the ground mentioned above; otherwise the reaction process 
may be intensely distorted and the true state of the reaction may 
be shrouded. The monophosphorie ester which was formed from 
diphosphorie ester by the action of kidney-phosphatase in the 
presence of m/500 magnesium chloride was the mixture of 35% 
aldo-ester and 65% keto-ester. The reducing power was 76.2% 
towards Hanes’ reagents and 34.6% towards hypoiodite, and 
|a]>=+15.9° (free acid). When the purified kidney phosphatase 
was used, the monophosphori¢ ester isolated was exclusively of 
ketose nature. It did not consume iodine at all; [a] =-+2.0 (free 
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TaBLE XII. 
Accelerating Effect of Magnesium on Purified Phosphatase. 
Experiments :— 
lee, purified kidney-phosphatase + 260 mg. Na-hexosediphosphate, 


Series A 

No.1: +50 ce. pH 7 borie acid-borux buffer 

No.2: + ,, ns ae +50 mg. MgCh 

No. 8: +50 ee. pH 9 borie acid-borax buffer 

No.4: + ,, 3 ES +50 mg. MgCle 
Series B 

No.1: +50 ce. pH 7 NaHCO;s-CO, buffer 

No.2: + ,, a % +50 mg. MgCl, 

No. 3: +50¢e. pH 9 NaHCO;-Na:CO, buffer 

No.4: + ,, 5 a +50 mg. MgCle 


All the mixtures were diluted to 100 ce. with water. 2 ce. toluene. 37°C. 


Phosphorus Jiberated (mg. %) 


24 hrs, 48 hrs. 


4.16 6.77 
6.95 DEAL 
4.78 5.76 
12.90 15.11 


16.51 - 21.85 
25.49 27.31 
17.90 19.29 


23.22 23.88 


acid). Lohmann (1933) stated that the musele-extract which 
was made magnesium-free by dialysis liberated one molecule of 
phosphorie acid from diphosphoric ester and produced the 
Embden ester, when magnesium was supplied. Based on this 
observation of Lohmann, Meyerhof and Lohmann (1934 ii) 
avoided the use of magnesium hexosediphosphate in the experi- 
ments concerning ‘‘zymohexase.’’ 
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Tasie XIII. 
Inhibitory Effect of Magnesium on “Zymohexase.” 
Experiments :— 
2cc. muscle autolysate +400 mg. Na-hexosediphosphaie. 
Seris A 
No.1: +40 ce. pH 7.0 boric acid-borax buffer 
No. 25'4 ,, os is + 50 mg. MgCl 
No.3: + 4 os = +200 mg. MgCl. 
Series B 
No.1: +40ce. pH 9.0 NaHCO;s—Na-COs buffer. 
No.2: + ,, 2 +100 mg. MgCl 
No.3: + 4 - 3 +200 mg. MgCl. 


All the mixtures were diluted to 100 ec. with water. 2 ce. toluene. 37°C. 


Phosphorus liberated 
(mg. %o) 


1 43.2 58.8 


A 2 40.4 51.6 
34.7 38.9 
60.2 72.5 
B=; 2 50.4 62.2 
46.7 56.4 

TABLE XIV. 


Accelerating Effect of Magnesium on Hydrolysis of Triose-Ester 
by Phosphatase. 
Experiments :— 
No. 1: 0.5 ce. purified kidney-phesphatase + 72.0 mg. 
Na-triosephosphate +50 ec. pH 8.9 NaHCO;—-Na,CO; buffer 


No, 2: aA + . “F a, +50 mg. MgCl 
No, 3: 72.0 mg. Na-triosephosphate + 50 ec. buffer. 


The mixtures were diluted to 100 ce. with water. 2cce. Toluene. 37°C. 


Phosphorus liberated (mg. %) 
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SUMMARY. 


It has been realized that the production of hexosemonophos- 
phorie acid and free sugar from hexosediphosphoric acid “by 
autolyzed tissues is not always connected with the formation of 
methylglyoxal. Monophosphorie acid and free sugar might be the 
products of the simple hydrolysis of diphosphoric-ester by ordinary 
phosphatase which does not take part directly in the decomposition 
of diphosphorie ester into methylglyoxal. 
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UBER DIE PHOSPHODIESTERASE UND DIE 
LEZITHINHYDROLYSE. 
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HIDETOSHI UDAGAWA. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. S. Akamats u.) 


(Eingegangen um 1. Miirz 1935.) 


Phosphodiesterase ist eine spezifische Phosphatase, die den 
Phosphorsaurediester in 1 Mol. Phosphorsiuremonoester und 1 Mol. 
Alkohol aufzuspalten imstande ist, aber auf den Phosphorsiure- 
monoester ganz unwirksam ist. Die letztere Verbindung ist dagegen 
ein spezifisches Substrat fiir die Phosphomonoesterase und wird 
durch dieses Ferment in 1 Mol. Phosphorsaéure und 1 Mol. Alkohol 
gespalten. Um aus dem Phosphorsdurediester fermentativ an- 
organische Phosphorsaure loszuldsen, ist daher die Mitwirkung der 
Phospho-di- und mono-esterase erforderlich. Die Phosphodiesterase 
hat ausserdem nichts zu tun mit der Hydrolyse des Diphosphor- 
sdureesters, z.B. der Resorein-di-phosphorsaure oder der Hexose-di- 
phosphorséure. Solche Ester sind einfach durch die Phosphomono- 
esterase dephosphorierbar, und jeder Phosphorséurerest in ihnen 
verhalt sich gegen dieses Ferment unabhangig voneinander. Die 
fermentative Hydrolyse des Phosphorsdurediesters und des Di- 
phosphorsiureesters verlauft also wesentlich verschieden und soll 
ganz getrennt behandelt werden. 

- Die fermentative Spaltbarkeit des Phosphorsdurediesters ist 
schon seit friiher bekannt, aber die Aufklarung des hydrolytischen 
Mechanismus und die Differenzierung der Diesterase und Mono- 
esterase haben wir dem Experiment von Uzawa (1931) zu ver- 
danken. Er hat im Schlangengift frei von der Monoesterase eine 
spezifische Phosphodiesterase gefunden und konnte ausserdem 
sowohl] aus dem Taka- als auch aus dem Reiskleien-Phosphatasen- 
gemisch die diesterasefreie Monoesterase herstellen. Spater gelang 


323 


324 H. Udagawa: 


Takahashi (1932) die Isolierung der diesterasefreien Mono- 
esterase und Pyrophosphatase aus tierischen Organen und er hat 
diese Fermente zusammen mit der Schlangengift-diesterase zu 
seinen enzymatischen Studien der Nukleinséurestruktur angewandt. 
Hinsichtlich der fermentativen Analyse der komplizierten Phos- 
phorverbindungen ist auch der Versuch von Satoh (1935) iiber 
die Adenosintriphosphorsiure zu erwiéhnen. 

In der vorliegenden Mitteilung berichte ich iiber die phos- 
phatatisehe Hydrolyse der Lezithins. 

Lezithin ist der Diglyeeridphosphorsdurecholinester und darin 
ist die Phosphorséiure in Diesterform gebunden. Das Lezithin- 
spaltende Ferment wird gewohnlich Lezithinase oder Lezithase 
genannt. Aber seine Hydrolyse kann iiberhaupt sowohl an dem 
Glyeeridrest unter Abspaltung der Fettsaure als auch an dem 
Phosphorsdureesteranteil stattfinden, und in beiden Fallen nimmt 
die freie gegen Phenolphthalein titrierbare Sdéuregruppe zu. Der 
Glyceridabbau und die Dephosphorierung werden jedoch dureh 
die wesentlich verschiedenen Fermente katalysiert, daher verspricht 
eine einfache acidimetrische Verfolgung der Lezithinspaltung 
nichts inbezug auf den dabei fortschreitenden chemischen Prozess. 
Die Benennung des Ferments ob Lezithase oder Lezithinase ist 
daher auch nicht geniigend definitiv, um die Art und Weise der 
katalysierenden Reaktion anzugeben. Bei der Lezithinhydrolyse 
an dem Glyceridrest wird die ungesattigte Fettsiure abgespalten 
und das Lysolezithin gebildet. Sowohl die Lipase als auch die 
Butylase, die auf das Glycerid der hdheren resp. niedrigen Fett- 
sauren wirksam sind, vermégen nicht aus dem Lezithin Fettsiure 
loszulésen. Daher soll das Ferment, das auf das Lezithin oder 
im allgemeinen auf das Phosphatid oder Phospholipin in solcher 
Weise einwirkt, dass die Fettsiure daraus abgespalten wird, Phos- 
phatidolipase oder Phospholipase genannt werden. Damit kann 
man ihre Spezifitat und die Wirkungsweise des Ferments klar 
ausdriicken und weiter dieses Ferment dem zweiten Fermente 
gegeniiber stellen, das den Phosphorsdureesteranteil hydrolytisch 
angreift. Dieses Ferment spaltet aber nicht das Lezithin oder 
Phospholipin spezifisch und es ist. wie unten ausfiihrlich erwihnt, 
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nichts anderes als die Phosphodiesterase, die die verschiedenen 
Phosphorsaurediester unter Alkoholspaltung in die Phosphorsiure- 
monoester iiberfiihrt. 

Uber die Dephosphorierung des Lezithins hat friiher Aka- 
matsu (1923) in Neubergs Institut Untersuchtungen angestellt, 
und er fand in Taka-diastase ein kraftiges Ferment, das aus Lezithin 
anorganische Phosphorséure zu liefern imstande ist. Spater hat 
Kay (1926) eine schwache Lezithasewirkung des Nierenextraktes 
beobachtet, wobei unter Lezithase ein Dephosphorierungsferment 
bedeutet wurde, trotzdem hat er dieses Ferment fiir verschieden 
von Nierenphosphatase gehalten, weil das Optimum bei Lezithin- 
hydrolyse Ph 7.4 war, wahrend die Glycerophosphatspaltung bei 
Ph 9 optimal verlief, und ausserdem weil das Lezithin nach der 
Angabe von Martland und Robison (1926) gegen die Knochen- 
phosphatase resistent war. King, King und Page (1930) haben 
das Dephosphorierungsvermogen der verschiedenen Gewebeextrakte 
aus Lezithin, und zwar optimal bei Ph 7.4-7.6, bestatigt, aber in 
der spateren Mitteilung hat King (1931) die ‘‘Lezithase,’’ d.h. 
das Lezithinspaltende Ferment unter Abspaltung der Phosphor- 
siure, und die ‘‘ Phosphatase,’’ das auf Glycerophosphat wirksame 
Ferment, wegen ihrer verschiedenen Verteilung in den Organen 
und auch wegen der Nichtiibereinstimmung der Ph-Optima als 
nicht dasselbe Enzym betrachtet. Nach dem Experiment jenes 
englischen Authors zeigte sein Nierenextrakt hinsichtlich der Wirk- 
samkeit sowohl der ‘‘Lezithase’’ als auch der ‘‘Phosphatase’’ 
dieselbe Ph-Inaktivierungskurve, und eine maximale Stabilitit 
wurde bei Ph 7.4 beobachtet, als die Fermentl6sung in verschie- 
dener Aziditat bei 37° 24 Stunden lang aufbewahrt wurde. Von 
jetziger Kenntnis aus betrachtet ist die ‘‘Phosphatase’’ nichts 
anderes als die Phosphomonoesterase und andererseits die *‘Lezi- 
thase’’, das Jezithindephosphoriende Ferment, bedeutet ein Gemisch 
von Phosphodiesterase und Monoesterase. Falls die Monoesterase 
in der gebrauchten Fermentloésung bei 24 stiindigem Aufbewahren 
solehe auffallende Empfindlichkeit gegen OH-lon geiussert hatte, 
sollte das Ph-Optimum, das wieder bei 24 stiindigen Versuchen mit 
dem Gemisch von Diesterase und Monoesterase ermittelt wurde, 
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nicht einfach erlautert werden. Ein Teil des vorliegenden Versuchs 
steht damit in Zusammenhang. Asakawa (1929) hat sich schon 
vordem bei den Phosphatasenstudien mit der Hydrolyse des Di- 
esters beschiftigt, aber es wurde spater von Uzawa (1931) die 
Differenzierung der Di- und Monoesterase ausgefiihrt, und seitdem 
behandeln wir die Wirkung der beiden Fermente je spezifisch fiir 
die Esterform der Phosphorsaure. 

Im Lezithinmolekiil ist die Phosphorsiure in Diesterform 
vorhanden. Fiir das Dephosphorieren dieses Lipoides ist daher 
wie bei der Diphenylphosphorsiure die Mitwirkung der Di- und 
Monoesterase erforderlich. Das Lezithin muss daher zuerst in 
Phosphorséuremonoester und Oxyverbindung abgebaut werden. 
Die wichtige Frage taucht auf, welche Spaltprodukte des Lezithins 
entstehen durch die Wirkung der Phosphodiesterase; sind sie die 
Glyceridphosphorséure und Cholin oder Glycerid und Cholinphos- 
phorséure? Zur Entscheidung dieser Frage miissen die Versuche 
mit der monoesterasefreien Diesterase ausgefiihrt werden. Als 
solehes Ferment kennt man das Habu-Gift. Um die Ph-Abhangig- 
keit der Habu-Diesterase zu untersuchen, habe ich zuerst das Fer- 
ment bei verschiedenem Ph auf das Diphenylphosphat einwirken 
lassen und dann den entstandenen Phosphorséiuremonophenylester 
fermentativ so bemessen, dass die Reaktionslésungen saémtlich zu 
Ph 3.2 angesiéuert, gepuffert und dann erhitzt wurden, um die Di- 
esterasewirkung zu unterbrechen, dann mit der Phosphomono- 
esterase von erstem Typus versetzt wurden, um nach 24 Stunden 
die abgespaltene anorganische Phosphorsiure kolorimetrisch zu 
bestimmen. Die kraftige Monoesterase I, die bei Ph 3.2 optimal 
wirkt, ist nach Kurata (1931) aus Schweineleberautolysat leicht 
zu bereiten; sie ist diesterasefrei. Dass die auf solche Weise 
hestimimte anorganische Phosphorsiure sich auf das Monophenyl- 
phosphat bezieht, ist wohl verstandlich. Durch diese fermentative 
Bemessung des Monophenylphosphats wurde das Optimum der 
Habu- Diesterse als Ph 9 beobachtet. Mit dieser Diesterase 
wurde in gleicher Weise der Versuch der Lezithin- oder Lyso- 
lezithinhydrolyse angestellt. Das Ph-Optimum wurde auch bei 
Ph 9 beobaehtet. Daher habe ich weiter bei Ph 9 die Habu- Di- 
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esterase auf das Lezithin einwirken gelassen und nach 1 und 3 
Tagen in der Reaktionslésung das freie Cholin nach Roman(1930) 
bestimmt. Die Zunahme des freien Cholins wurde dabei festgestellt, 
wihrend unter derselben Bedingung die Lezithinemulsion ohne 
dem Diesterasezusatz das freie Cholin nicht lieferte. Die Cholin- 
abspaltung war nach 1 Tage 2.1% und nach 83 Tagen 8.1%. Falls 
dieses 3 tagige Lezithinhydrolysat weiter bei Ph 3.2 dureh die 
Phosphomonoesterase 24 Stunden hydrolysiert wurde, waren 3.6% 
gesamten Phosphors als anorganische Phosphorséure abgespalten, 
was eindeutig zeigte, dass in 24 Stunden das entstandene Glycerid- 
phosphat bei Ph 3.2 durch die Lebermonoesterase nicht total 
hydrolysierbar war. Man erkennt durch diese Versuchsreihe, dass 
das Lezithin und Lysolezithin genau wie die Diphenylphosphor- 
saure durch die Phosphodiesterase optimal bei Ph 9 und zwar in 
ein Mol. Glyceridphosphorséure und 1 Mol. Cholin ausgespaiten 
werden. Dieses Ergebnis ist sehr interessant, weil ich, wie spater 
erwahnt, einen anderen Hydrolysemechanismus bei der Taka- 
Diesterase beobachtet habe. 

Asakawa (1929) hat das Ph-Optimum der Diesterhydrolyse 
dureh das Nierenphosphatasengemisch als Ph 7.8 angegeben. 
Dasselbe Optimum wurde von Kay (1926) und King (1930, 1931, 
1934) bei der Lezithindephosphorierung durch das Phosphatasen- 
gemisch aus verschiedenen Organen beobachtet. Kiirzlich hat 
Hotta (1934) mit der Nierenphosphatase die Phosphorsaureab- 
spaltung aus den Diestern bei verschiedenen Aziditaten untersucht 
und zwei Optima bei Ph 4 und 7.8 beobachtet. Es ist uns noch 
nicht gelungen, die tierischen Diesterasen in einem von den Mono- 
esterasen freien Zustand zu isolieren. Wir sind aber nun der 
Meinung, dass in den tierischen Organen wenigstens zwei Arten 
Diesterase vorhanden sind, von denen eine ihr Optimum, wie die 
Habu-Diesterase, bei Ph 9 besitzt, wahrend die andere, wie die 
spiter zu erwahnende Taka-Diesterase, bei Ph 5-6 optimal wirkt. 
Es gibt andererseits in den Organen 3 Arten Monoesterase, deren 
Optima Ph 3.2, 5.6 bzw. 9 sind. Je nach den Organarten und der 
Herstellungsweise der Extrakte soll der Gehalt einer Ferment- 
lésung an den drei Monoesterasen sowie den zwei Diesterasen 
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verschieden sein. Wenn die Fermentlésung z.B. vorwiegend die 
Monoesterase vom dritten Typus (Optimum—Ph 9) und die Di- 
esterase, die in saurer Reaktion optimal wirkt, enthalt, soll die 
maximale Ausbeute an dem anorganischen Phosphat nicht bei Ph 9 
oder 5-6, sondern in der dazwischen liegenden Aziditét erwiesen 
werden, die selbstverstaindlich durch die relative Aktivitét der 
beiden Fermente bedingt wird. Unter derselben Voraussetzung 
habe ich die Habu-Diesterase und die Lebermonoesterase I zusam- 
men auf Diphenylphosphorsaure, Lezithin oder Lysolezithin wirken 
lassen und die maximale Dephosphorierung bei Ph 7 beobachtet. 
Dieser Versuch wurde bloss darum ausgefiihrt, um zu zeigen, dass 
man das maximale Dephosphorieren des Diesters bei einem Ph nicht 
ohne weiteres mit dem Optimum irgendeines Ferments in Zusam- 
menhang stellen darf, soweit die Reaktion durch die Mitwirkung 
von zwei verschiedenen Fermenten katalysiert wird. 

Uber die zweite Art von Diesterase wire folgendes zu sagen: 
Es ist seit friiher bekannt, dass in der Takadiastase ausser der 
Monoesterase, die bei Ph 3.2 optimal wirkt, noch eine Diesterase 
vorhanden ist und dieses Fermentpraparat daher imstande ist, die 
Phosphorsdurediester in 2 Mol. Alkohol und 1 Mol. Phosphorsaéure 
abzubauen, wobei die maximale Hydrolyse nach der Angabe von 
Asakawa (1929) bei Ph 5.6 stattfindet. Mit dieser Aziditat darf 
man aber aus dem oben erwahnten Grund nichts iiber das Optimum 
der Diesterase aussagen, soweit der Versuch mit der isolierten Di- 
esterase nicht angestellt wird. Das Gewinnen der Monoesterase 
frei von der Diesterase war leicht méglich, aber die monoesterase- 
freie Diesteraseherstellung aus dem Phosphatasengemisch gelang 
bisher niemand. Ich habe daher an der dialysierten ‘Takadiastase- 
losung die fraktionierende Trennung der Monoesterase und Di- 
esterase unternommen. Zum Nachweis der Monoesterase bediente 
ich mich des Ansatzes mit dem Monophenylphosphat bei Ph 3.2, 
weil die Taka-Phosphomonoesterase zu dem ersten Typus gehért 
und in dieser Aziditaét optimal wirkt. Das Monophenylphosphat 
ist eines der am leichtesten spaltbaren Substrate und falls es nicht 
selbst nach 24 Stunden gespalten wird, kann man wohl die Ex- 
sistenz der Monoesterase ausschliessen. Zum Nachweis der Di- 
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esterase wurde die zu untersuchende Fermentlésung mit der Leber- 
monoesterase gemischt, bei Ph 5.6 auf das Diphenylphosphat 
einwirken gelassen und das anorganische Phosphat wurde gemessen. 
Das Ph-Optimum der Lebermonoesterase ist 3.2, aber diese Ferment- 
lésung war stark genug, um das intermediadr entstehende Mono- 
phenylphosphat selbst bei Ph 5.6 in 24 Stunden total aufzuspalten. 
Fir die Trennung der Mono- und Di-esterase habe ich zuerst die 
fraktionierte Fallung der Fermentlésung mit Alkohol oder Aceton 
in saurer, neutraler sowie alkalischer Reaktion unternommen, aber 
das relative Konzentrieren der Diesterase wurde nicht erreicht. 
Demnachst wurden dazu die Adsorptionsverfahren angewandt, 
indem als Adsorptionsmittel Kaolin, Tonerde, Eisenhydroxyd, 
Hisenphosphat oder Magnesiumoxyd gebraucht wurde und die 
Aziditét der Fermentlésung vorher zu verschiedenen Ph mit Puffer 
reguliert wurde. Die miihsamen Versuche ergaben leider kein 
zufriedenstellendes Resultat. Die Herstellung der monoesterase- 
freien Taka-Diesterase war mir jedoch endlich gelungeh, als die 
dialysierte Takadiastaselésung mit Azetat schwach alkalisch 
gemacht, mit Chloroform ges&ttigt und mit Magnesiumearbonat 
geschiittelt und die Adsorptionsrestlésung gegen destilliertes Wasser 
dialysiert wurde. Die so hergestellte Diesteraselésung war nicht 
mehr imstande, aus dem Monophenylphosphat bei Ph 3.2 oder 5.6 
nach 24 Stunden anorganisches Phosphat zu liefern. Bei diesem 
Adsorptionsverfahren war ein ziemlich grosser Verlust der Di- 
esterase nicht vermeidbar, trotzdem musste man mit der ab- 
geschwichten Diesterase zufrieden sein, um die Anwesenheit der 
Monoesterase sicher auszuschliessen. 

Mit dieser isolierten Taka-Diesterase habe ich, wie mit der 
Habu-Diesterase, die Hydrolyse des Diphenylphosphats bei ver- 
schiedenen Azidititen untersucht, indem das entstandene Mono- 
phenylphosphat bei Ph 3.2 mittels der Lebermonoesterase I auf- 
gespalten und dann das anorganische Phosphat gemessen wurde. 
Das Optimum war Ph 6. Der Versuch der Lysolezithinhydrolyse 
wurde dann in gleicher Weise angestellt. Das Ph-Optimum wurde 
bei 4-5 beobachtet. Es bleibt dahingestellt, warum dieselbe Taka- 
diesterase das Diphenylphosphat bei Ph 6 optimal hydrolysiert. 
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wiihrend sie das Lysolezithin bei Ph 4-5 optimal angreift. 

Es ist aber die wichtige Frage, was sind die Spalteprodukte 
des Phosphatids durch die Taka-Diesterase ; Glyceridphosphorsaure 
+ Cholin oder Glycerid + Cholinphosphorséure? Der Versuch 
wurde mit den Lysolezithin ausgefiihrt, denn die hergestellte 
Diesterase war nicht stark gerung, um mit dem Lezithin zu 
arbeiten. Bei Ph 4.7 wurde die Lysolezithin-Emulsion mit der 
Taka-Diesterase behandelt und nach 3 Tagen war aber das freie 
Cholin nicht nachzuweisen. Wenn das Lysolezithin tiberhaupt 
dureh die Taka-Diesterase angreifbar ist, aber dabei kein freies 
Cholin abgespalten wird, miissen die Spaltprodukte Glycerid und 
Cholinphosphorséure sein, die leider quantitativ nicht leicht zu 
messen sind. Um den Beweis dafiir zu fiihren, habe ich die Lyso- 
lezithinlésung mittels der Taka-Diesterase-++ Lebermonoesterase bei 
Ph 5 drei Tage hydrolysiert und in der Reaktionslésung das 
anorganische Phosphat und das freie Cholin bestimmt. Wenn das 
Cholinphosphat, aber nicht das Glycerophosphat, dureh die Wir- 
kung der Taka-Diesterase intermidiar gebildet werden sollte, dann 
muss das gemessene anorganische Phosphat und Cholin 1:1 sein. 
Es war in der Tat der Fall. Nach 3 Tagen wurden 8.2% des 
gesamten Cholins und 8.3% des gesamten Phosphors abgespalten. 
Dieses Ergebnis ist sehr interessant, wenn es mit dem Habn- 
Diesteraseversuch verglichen wird. ° 

Beide Arten von Diesterase vermégen also das Diphenylphos- 
phat in den Monoester iiberzufiihren. Aber die Habu-Diesterase 
wirkt bei Ph 9 optimal, wihrend die Taka-Diesterase bei Ph 6 ihre 
optimale Wirkung ausiibt. Das Lezithin und Lysolezithin sind 
auch durch die zwei Diesterasen spaltbar. Der Angriffspunkt von 
beiden Fermenten ist jedoch in bemerklicher Weise verschieden. 
Die Habu-Diesterase spaltet aus dem Phosphatid das Cholin ab und 
lasst die Bindung von Glyceridphosphorsiure intakt. Die Taka- 
Diesterase lést dagagen jene Bindung zwischen Glycerid und Phos- 
phorséure und liefert die Cholinphosphorsiure als das Spalt- 
produkt. Sowohl das Cholinphosphat als auch das Glycerid- 
phosphat sind durch die Monoesterase hydrolysierbar. Das Phos- 
phatid ist daher einerseits durch die Phospholipase oder Phospha- 
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tidolipase in die Lysoverbindung iiberfiihrbar und andererseits 
kann es durch die Phosphodiesterase und Monoesterase dephos- 
phoriert werden, wobei aber kein besonderes Ferment anzunehmen 
ist. Die Benennung Lezithase oder Lezithinase ist zu undeutlich. 
um die Wirkungsweise des Ferments klar anzuzeigen. 


Experimenteller Teil. 

Die ganzen Versuche hindurch war die Temperatur 37°. Die 
Putferlosung war Veronal-Acetat-Salzsiure von Michael is(1931), 
M/10 Glykokoll-Natron, M/10 Glykokoll-Salzsiure oder M/2 Essig- 
siure-Acetat. Ph wurde jedesmal an dem Versuchsansatz elektro- 
metrisch ermittelt. 

Die Bestimmung des anorganischen Phosphats nach Fiske- 
Subbarow (1925). In den nachstehenden Tabellen werden die 
gemessenen Mengen anorganischen Phosphats als P in mg fiir 
2.5¢cem Versuchsansitze umgerechnet und nebenbei auch die aus- 
gerechneten Prozentsatze angegeben. 

Cholin wurde nach Roman (1930) bestimmt. Bei der Titra- 
tion wurde die Mikrobiirette gebraucht. 1 ecm gebrauchter V/100 
Thiosulfatlésung entspricht 0.1345 mg Cholin. In den nachstehen- 
den Tabellen werden die titrierte Thiosulfatlosung in cem und das 
ermittelte Cholin in mg je fiir 2.5 cem Versuchsansatze umgerechnet 
angegeben. Um die bei verschiedenen Aziditaten gepufferten 
Loésungen fiir die Monoesteraseversuche zu Ph 3.2 anzusauren, 
wurde den Lésungen die aus ihrem Puffergehalt berechnete Menge 
N/10 Salzsiure zugesetzt. Bei dem Glykokoll-Natronpuffer war 
die zuzusetzende Salzséure die Summe von der dem Natron aqui- 
valenten Menge und der mit dem Glykokoll das Puffer von Ph 3.2 
darzustellenden Menge. Das Puffer von Michaelis reicht von 
Ph 3 bis 9 und besteht aus einer bestimmten Menge von Veronal 
und Acetat einerseits und einer variierenden Menge von Salzsaure 
andererseits. Ein Puffergemisch von jeder Zusammensetzung kann 
daher durch Zusatz von der leicht auszurechnenden Salzsduremenge 
zu Ph 3.2 umgestellt werden. 
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I. Dre SUBSTRATE. ~ 


Kalium Monophenylphosphat und Diphenylphosphat wurden 
friiher von Asakawa (1929) hergestellt und im hiesigen Institut 
aufbewahrt. Lezithin wurde nach der Angabe von Sueyoshi 
(1931) aus Kigelb dargestellt. Das gesamte P-Gehalt war 3.91%. 
Das Lysolezithin nach Levene, Rolf und Simms (1924) 

Analyse des Lysolezithins, CosHsoNOgP (511.5) : 


Berechnet P 6.07%, 
Gefunden P 5.92%. 


Das fiir die Darstellung gebrauchte Habu-Gift wurde uns von 
dem kaiserlichen Institut fiir Infektionskrankheiten iiberlassen, 
wofiir ich dem Herrn Dr. 8. Hosoya zu verbindlichstem Dank 
verpflichtet bin. 


Il. Die FermMenve. 


a) Die ‘Phosphomonoesterase wurde ausschiesslich fiir die 
Spaltung der Monoester gebraucht, die aus den Diestern durch die 
Diesterase gebildet waren. Sie wurde nach Kurata (1931) aus 
Schweineleberextrakt durch das Adsorptionsverfahren hergestellt 
und die dialysierte Lésung wurde weiter unter vermindertem Druck 
bei 37° konzentriert. Dieses Ferment wirkt optimal bei Ph 3.2 und 
ist frei von der Diesterase. Der Versuchsansatz von 5.0 ceem Mono- 
esterase + 5.0cem M/100 Glycerophosphat+ 5.0cem M/10 Glykokoll- 
Salzsaure-+ 5.0 cem Wasser (Ph=2.93) zeigte bei 37° in 2 Stunden 
68% ige Hydrolyse. 

b) Als Habu-Diesterase gebrauchte ich eine 0.1%ige Gift- 
ldsung in physiologischer Kochsalzlésung. Sie wurde jedesmal 
frisch bereitet. 

ce) Die Taka-Diesterase wurde wie folgt hergestellt: 5% 
Takadiastaselésung wird im Kollodiumsack gegen destilliertes 
Wasser dialysiert. 5.0cem der Liésung werden dann mit 1.0 ecm 
M/2 Natriumacetat+4.0cem Wasser+5 Tropfen Chloroform ge- 
mischt und mit 0.5 g Magnesiumcarbonat (Kahlbaum) bei Zimmer- 
temperatur eine Stunde geschiittelt. Nach dem Zentrifugieren 
filtriert man die iiberstehende Fliissigkeit und dialysiert das 
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Filtrat wieder im Kollodiumsack gegen destilliertes Wasser. Diese 
Herstellung der Taka-Diesterase ist reproduzierbar. 

Die so bereitete Diesteraselésung iibt z.B. die folgenden Wir- 
kungen aus. ' 


M/100 Diphenylphosphat 5.0 ecm 


cem 0 ccm 


0 
M/100 Monophenylphosphat 0 5.0 5 23 US 
Taka-Diesterase 507, 5.0. ;. 0 
Leber-Monoesteruse 33, UMas 0... im .. 
M/2 Essigsiiure-Acetat 5:05, 50>, 0) 5 
Wasser 0 PPA: O00 10.0 ,, 
Ph 5.6 5.6 5.6 

in mg 0.0096 0 0 

P Nach 24 Stdn. = -——|-— js ee eee 


Die in gleicher Weise mit M/10 Glykokoll-Salzsiurepuffer 
angestellten Versuche von Ph 3 ergaben bei keinem Ansatz Dephos- 


phorierung. Die Fermentlésung war also als eine monoesterase- 
freie Diesterasel6sung brauchbar. 


Ill. Die VERSUCHSANORDNUNG. 


Die Versuche wurden im allgemeien wie folgt ausgefiihrt. 
Zuerst wurde folgenden Gemisch bereitet. 


Substratlosung 5.0 cem 
Phosphodiesterase aD ., 
Puffer 20.0 


3-4 cem davon dienten zur Ph-Bestimmung und 10 ecm zum 
B-Versuch. Die zuriickbleibenden 16-17 cem wurden fiir den A- 
Versuch gebraucht. 

A-Versuch: Das Substrat-Diesterasegemisch wurde im Brut- 
schrank bei 37° stehen gelassen. Nach 1-3 Tagen wurden 10 ccm 
davon fiir den weiteren Monoesteraseversuch auspipettiert. An 
5eem der zuriickbleibenden Lésung priifte ich kolorimetrisch die 
Anwesenheit des anorganischen Phosphats. Es fehlte bei allen 
Fallen, was fiir die Stabilitét der Substrate und die Monoesterase- 
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freiheit der gebrauchten Diesteraselésung spricht. Zur weiteren 
Monoesterasewirkung wurden die oben erwaéhnten 10.0 cem dureh 
Versatz mit der berechneten Menge N’/10 Salzsiiure (a cem) und 
5—acem Wasser auf 10 cem gemacht. wobei das Gemisch zu Ph 3.2 
angesiuert wurde, in siedendes Wasserbad 5 Minuten eingetaucht, 
um die Diesterase zu inaktivieren, und nach Abkiihlen mit 5.0 cem 
Lebermonoesterase versetzt. Priifung von Ph_ elektrometrisch. 
Der Ansatz wurde wieder in den Brutsehrank gestellt. Nach 24 
Stunden wurde das abgespaltene Phosphat kolorimetrisch bestimmt. 
B-Versuch: 10.0 eem des Substrat-Diesterasegemisches wurden 
sofort mit 5.0cem Phosphomonoesterase und 5.0 cem Wasser ver- 
setzt, wobei das primar gepufferte Ph sich nicht veranderte, und 
in den Thermostat von 37° gestellt. Nach 1-3 Tagen wurde das 
entstandene anorganische Phosphat kolorimetrisch bestimmt. 


TV. VersucHE Mit DER HaBu-DIEsTEKASE. 
a) Diphenylphosphatspaltung. 


Die zu den A und B Versuchen dienende Lésung bestand aus: 


M/25 Dipheny|phosphat 5.0 cem 

0.1% Giftlésung Fra) es 

Pufferlésung 20.0 .,,, 
A-VERSUCH. 


(24 stiindige Diesterasewirkung bei verschiedener Aziditit und 24 stiindige 
Monoesterasewirkung ). 


Ph bei Ph bei - 
Diesterase- Monoesterase- ee Ae Pe Te EY ge A 
wirkung wirkung in mg %o 
3.21 3.21 0 tv) 
4.11 3.20 | 0 0 
4.93 3.21 spur i) 
6.12 3.21 0.0070 a 
6.97 3.21 0.0152 | 5.8 
7.91 3.23 0.0425 16.4 
8.92 3.21 0.0547 21.1 


9.68 3.32 0.0401 15.5 
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B-VERSUCH, 


(24 stiindige Zusammenwirkung der Di- und Mono-esteruse). 


Pe 
Ph cs 
in mg % 

3.21 0 0 
4.11 0 0 
4.93 0.0104 4.0 
6.12 0.0195 7.5 
6.97 0.0250 9.6 
7.91 0.0170 6.5 
8.92 0 0 


b) Lezithinspaltung. 


Die Stammloésung bestand aus: 


1.92% Lezithinemulsion 5.0 cem 

0.1% Giftlésung BO, 

Pufferlosung PI aa 
A-VERSUCH. 


(72 stiindige Habu-Diesterasewirkung und 24 stiindige 
Monoesterasewirkung). 


Ph bei Ph bei Ie? 
Diesterase- Monoesterase- 

wirkung wirkung in mg % 
3-19 Ss 319 0 0 
4.16 3.20 0 0 
4.92 3.22 0 0 
6.13 3.20 0.0015 0.9 
6.98 3.22 0.0027 1.6 
7.91 3.20 0.0036 2.2 
8.90 3.20 0.0058 3.6 


9.68 3.32 0.0039 2.4 


———. —— 
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B-VERSUCH. 


(72 stiindige Zusammenwirkung von Di- und Monoesterase). 


c) Lysolezithinspaltung. 


Als Stammlosung wurde das folgende Gemisch bereitet. 


1.3% Lysolezithinemulsion 5,0 com 
0.1% Giftlosung 5.0 ,, 
Puffer 20.0 ,, 
A-VERSUCH. 
(72 stiindige Habu-Diesterasewirkung und 24 stiindige 
Monoesterasewirkung). 
Ph bei Ph bei P 
Diesterase- Monoesterase- io 
wirkung wirkung in mg Jo 
3.19 3.19 0 0 
4.11 3.22 0 0 
4°90 3.19 0 0 
6.11 3.20 0.0023 14 
6.98 3.20 0.0037 2.2 
7.89 3.19 0.0050 3.0 
8.90 3.22 0.0078 4.7 


9.69 3.30 0.0057 3.4 


oes a 
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B-VERSUCH. 
(72 stiindige Zusammenwirkung von Di- und Monoesterase), 


p 
Ph —_—— qo 
in mg % 
3.19 0 0 
4.11 0 0 
4.90 0.0029 17 
6.11 0.0047 2.8 
6.98 0.0069 4.1 
7.89 0.0054 Fe 
8.90 0 0 


9.69 0 0 


d) Die Cholinabspaltung aus dem Lezithin durch 
Habu-Diesterase. 


Die Versuchslésungen bestanden aus: 


A. Hauptversuch| B. Kontrolle I | C. Kontrolle IT 


1.5% iges Lezithin 18.0 eem 18.0 eem 0 ccm 
M/10 Glykokollnatron 60° > 6:0"; 6.0 ,, 
0.1% ige Giftlésung - 6.0 ,, lies 6O..; 
Wasser 6O.;; 120m, 240 , 


Ph war 8.9. Das freie Cholin wurde jodometrisch bestimmt. 


Cholin 
Zeit A B GC | A(B+C) |~ — 
in mg % 
- & pave 
sofort 0.165 cem | 0.165cem}| Ocem | 0 com] 0 cem 0 
nach I Tag 0.660 _,, 0.180 ,, Diy 0.480 ,, 0.064 ,, Ball 
nach 3 Tagen LDaT~s 0.180 ,, pre 1577. = 0.235 .. 8.1 


V. VERSUCHE MIT DER ISOLIERTEN TAKA-DIESTERASE. 


An dieser Fermentlésung wurden nur die A-Versuche aus- 


gefiihrt. 
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a) Diphenylphosphutspaltung. 


Die Stammlésung bestand aus: 


M/50 Diphenylphosphat 10.0 ecm 

Taka-Diesterase 105° 

Puffer 10.0 ,, 
A-VERSUCH. 


I.~24 stiindige Diesterasewirkung und 24 stiindige Monoesterasewirkung. 
II.—48 stiindige Diesterasewirkung und 24 stiindige Monoesterasewirkung. 


I II 
Ph bei a 
Diesterase- Ph bei Ph bei 
wirkung Monoesterase-| P in mg %o Monoesterase- | P in mg Jo 
wirkung wirkung 
3.20 3.20 0 @ 0 3.20 0 0 
4.16 3.22 0.0043 1.6 3.32 0.0070 2.7 
4.95 3.20 0.0064 23 3.20 0.0101 3.9 
6.12 3.20 0.0136 5.2 3.20 0.0240 9.2 
6.89 3.22 0.0081 bel 3.20 0.0141 5.4 
7.89 3.18 0 0 3.19 0 0 


b) Lysolezithinspaltung. 


Die Stammlésung bestand aus: 


1.2% Lysolezithinemulsion 10,0 cem 
Taka-Diesterase 10.0" =. 
Fermentlosung 100s 


I.—72 stiindige Diesterasewirkung und 24 stiindige Monvesterasewirkung. 
If.—168 stiindige Diesterasewirkung und 24 stiindige Monoesterasewirkung. 


Af IL 
Ph bei = ee pecuee as 
Diesterase- Ph bei Ph bei 
wirkung Monoesterase- Pinmg % Monoesterase- | P in mg %* 
wirkung wirkung 
3.21 3.21 0.0020] 0.6 3.21 0.0072 | ° 2.3 
4.13 3.21 0.0233 7.6 3.19 0.0379 12.4 
4.91 . 321 0.0250 8.2 3:22 0.0390 12.8 
6.11 3.19 0.0209 6.8 3.21 0.0281 3 
6.90 3.21 0.0200 6.5 3.19 0.0264 8.7 


7.89 | 3.22 0.0033 1.0 3.22 0.0100 3.2 
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c) Die Cholinabspaltung aus Lysolezithin durch 
Taka-Diesterase. 


Die Versuchslésung bestand aus: 


A. Hauptversuch| B. Kontrolle I | C. Kontrolle IT 


2% iges Lysolezithin 6.0 cem 6.0 cem 0 ccm 


Essigsiiureacetat puffer 6.0 ,, 6.0 ,, 6.075; 
Fermentlésung 6.0 ,, ers 6:0) 3, 
Wasser Daas so 6:09 6.0: .,, 


Ph war 4.74. Die Cholinbestimmung nach Roman. 


| Cholin 


Zeit A B C@ | A-~(B+C) = 
in mg % 
sofort 0.150 ccm | 0.142 cem| Ocem | 0.008 ccm 0.0010 0.0 
nach 3 Tagen | 0.195 ,, | 0.135 , | 0 ,, | 0.060 ,, 0.0080 0.2 


Die Bildung von freiem Cholin war nicht zu bemessen, aber 
als die Taka-Diesterase dagegen zusammen mit der Monoesterase 
einwirkte. wurde die Cholinabspaltung wohl beobachtet und interes- 
santer Weise im Aquivalenten Verhaltnis das anorganischer Phos- 
phat. Die Versuchslésung war dabei wie folgt zusammengestzt. 


A. Hauptversuch} B. Kontrolle I | C. Kontrolle IT 


0.98% iges Lysolezithin 18.0 eem 18.0 eem 0 ccm 


Essigsiiureacetat puffer 0) 45. 60,2 C0... 
Taka-Phosphodiesterase 6.0.75 Does, 60.4% 
Phosphomonoesterase 6:05, OD. xy 6:0) 5, 


Wasser 02. 12:0 .; 13:0) 


Ph war 5.06. Cholinbestimmung nach Roman. 


Cholin 


Zeit A B he At A a 
in mg % 
sofort 0.180 eem | 0.177 eem| Ocem | 0.003 ecm 0.0004 0.01 


nach 3 Tagen 1.965 ,, 0.187 ., Oi} iss L778; 0.239] 8.2 
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Phosphorbestimmung nach Fiske-Subbarow. 


Zeit A B C A+B +0) %o 
sofort 0 mg Omg Omg 0 mg 0 
nach 3 Tagen 0.0618 ,, OM;; 0 0.0618 ,, 8.3 

LITERATUR. 


Akamatsu, 8S. (1923): Biochem. Z., 142, 186. 

Asakawa, K. (1929): J. of Biohem., 11, 143. 

Fiske, GC, H. u. Subbarow, Y. (1925): J. of Biol. Chem., 66, 375. 

Hotta, R. (1934): J. of Biochem., 20, 343. 

Kay, H. D. (1926): Biochem. J., 20, 791. 

King, H., King, E. J. u. Page, I. H. (1930): Z. physiol. Chem., 191, 
243, ; 

King, E. J. (1931): Biochem. J., 25, 799. 

King, E, J. (1934): Biochem. J.; 28, 476. 

Kurata, K. (1931): J. of Biochm., 14, 25. 

Levene, P. A,, Rolf, l. P. u. Simms, H. S. (1924): J. of Biol. Chem., 
38, 859. 

Martland, M. u. Bobison, R. (1926); Biochem. J., 20, 847. 

Michaelis, L. (1931): Biochem. Z., 234, 139. 

Roman, W. (1930): Biochem. Z., 219, 218. 

Satoh, T. (1935): J. of Biochem., 21, 19. 

Sueyoshi, Y. (1930): J. of Biochem., 13, 143. 

Takahashi, H. (1932): J. of Biochem., 16, 447. 

Takahashi, H. (1932): J. of Biochem., 16, 463. 

Uzawa, 8. (1931): J. of Biochem., 15, 19. 


The Journal of Biochemistry. Vol. 22, No. 2. 


CHEMICAL STUDIES OF THE PROTEINS OF 
FEEDING-STUFFS. 


V. The Contents of Cystine and Tryptophane. 


By 


TETSUO TOMIYAMA. 
(From the Imperial Fisheries Institute, Tokyo) 


(Received for publication, March 2, 1935) 


In the first report (1934), it was shown that the protein ot 
soy bean contained a far smaller amount of methionine than does 
either protein of silk-worm pupa or that of sardine. As regards 
lysine- and histidine-content, the second report (1934) showed that 
there was practically no difference among the proteins except that 
the lysine content of soy bean protein was little lower than the 
others. 

The present work has been carried out in order to compare 
these three proteins with one another as to their contents of the 
other indispensable amino acids, namely cystine and tryptophane. 
The réle of cystine in nutrition can be replaced without fail by 
methionine (1932), so that it is necessary to take the sum of these 
two sulfur containing amino acids as a criterion for the comparison 
of nutritional value of proteins. Now, if it is assumed that 
Baernstein’s statement (1932) is valid for every protein, that is, 
that the total sulfur in any protein consists exclusively of cystine 
sulfur and methionine sulfur, methionine content can be calculated 
when total sulfur and eystine are determined. Total sulfur was 
determined by Denis-Benedict method (1910). The determina- 
tions of cystine and tryptophane were carried out by using 
Okuda’s iodine method (1926) for the former and Tomiyama- 
Shigematsu method (1934) for the latter. The latter method is 
a colorimetric one; namely, a sample protein is treated with 19 per 
cent HC) containing Ehrlich reagent, kept at 30°C for 7—8 days. 
and the color thus developed is matched against a standard reduced 


341 


342 T. Tomiyama. 


phosphomolybdate colour which has been evaluated hy pure try pto- 
phane. The results obtained are given in Table I. 


TaBLe I. 


Methionine ss fa 


Sample protein Cystine 
(1) (2) + | Methionine 
Protein of silk-worm pupa 0.86 
Protein or sardine 0.76 
Protein of soy bean 1.05 


(1) Isolated quantities. 


(2) (Total-sulfur —cystine-sulfur) x = Methionine 


149.16 
32 

As to a tryptophane content, there is hardly any difference 
among the three proteins. On the other hand, the cystine content 
of the protein of soy bean is much higher than that of the other 
two proteins, but the content of methionine is quite contrary to 
that of cystine in the soy bean protein. Regarding the sulfur con- 
taining amino acid as a whole, only a little difference is found 
between the protein of soy bean and any of the others. 

The author wishes to express his indebtedness to Mr. K. 
Katai for his assistance in the determination of eystine. 
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UBER DEN BENCE-JONES’SCHEN EIWEISSKORPER. 
Von 


HIKOYA TSUTSUI. 


(lus dem Kyoundo Hospital in Tokio, Direktor: Dr. T. Sasaki.) 


(Bingegangen am 30 Marz 1935) 


Bei Fallen einiger Knochenmarkerkrankungen, multipler 
Myelome, Osteosarkom, Osteomalacie und Leukamie scheidet sich 
ein besonderer Eiweisskérper im Harn aus, der beim Erwarmen 
auf 40-60°C die Gerinnung und weiter auf 100°C eine Lésung 
erfahrt, beim Abkiihlen aber wieder erscheint. Bence-Jones 
fand zuerst diese Albuminurie. Seither spricht man vom Bence- 
Jone’schen Eiweisskérper. Magnus-Levy, dann Abderhal- 
den und Rostoski lieferten grosse Beitrage zu dessen Erforschung. 
Magnus-Levy isolierte ihn aus dem Harn im kristallisierten 
Zustand. Weiter hydrolysierte Abderhalden ihn und isolierte 
nach Fischer’s Estermethode versehiedene Aminosduren, von 
denen Leucin, Glutaminsadure, Asparaginséure und Alanin itiber- 
wiegen. Es gelang ihm ausserdem, wenn auch in sparlicher Menge, 
diesen Kérper aus dem krankem Serum darzustellen. Dieser steht 
in seinen chemischen Eigenschaften der Albumose nahe. Jedoch 
hielt man ihn im allgemeinen fiir einen besonderen Eiweisskorper, 
weil er ein schwaches Antigen werden kann. 

Hopkins konnte ihn nicht im kranken Knochenmark selbst 
nachweisen. Dagegen konnte Ellinger eine sparliche Menge davon 
im kranken Knochenmark feststellen. Abderhalden injizierte 
dem Kaninchen dieses Eiweiss, bzw. entsprechende Menge des 
Harns und danach zeigte sich weder Hiweiss noch Albumosen, bzw. 
Pepton im Harn desselben Tiers. Daraus schloss er, dass es sich 
um wenig abgebautes Eiweiss handelt. Neuerdings hatte ich die 
Gelegenheit, diese Albuminurie zu untersuchen. Die Hauptklagen 
des Patienten lagen in heftigem Lendenschmerz und Harntriibung. 
Ausfiihrliche Klinik demonstrierte Herr Dr. K. Mori in der Kosh- 
inversammelung. Kurz sei hier bemerkt, dass in diesem Fall 
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nirgends der an Myelome erinnernde Schattendefekt nachzuweisen 
ist. Aber der Réntgenolog bestitigte allgemeine Atrophie des 
ganzen Skelettsystems. Seit der Aufnahme stellten sich zuweilen 
Polydipsie und Polyurie ein, die den Verdacht auf Diabetes 
insipidus zuliessen. Als Erstes studierte ich die Wirkung der 
Wirme und verschiedener chemischer Reagentien auf diesem 
Korper. 


Reaktionen des Eiweisskorpers im Urin. 


1) 


2) 
3) 
4) 
5) 


6) 
7) 
8) 
9) 
10) 


11) 
12) 
13) 
14) 


15) 


16) 
17) 


18) 


Nach der Ansaéurung des Harns mit Essigsdure bei 55-60°C 
Ausfallung, teilweise Klirung bei 100°C. Beim Abkithlen 
nimmt die Triibung deutlich zu. 

Millonsche Reaktion positiv. 

Biuretreaktion positiv. 

Xantoproteinreaktion positiv. 

Salzsiure und Salpetersiure (10%): Weisse Triibung bei 
K?lte. Bei Siedehitzte teilweise loslich. Beim Abkiihlen 
Verstarkung der Triibung. 

Schwefelsdure (10%): Ebenso. 

Phosphorséure: Keine Triibung. 

Kohlenséure: Keine Triibung beim Einleiten in den Harn. 
Tannin und Essigsiure: Starker Niederschlag. 
Ammonsulfat: Sparlicher Niederschlag bei der Halbsatti- 
gung mit Ammonsulfat. 

Magnesiumsulfat: Keine Ausfallung. 

Kochsalz: Mit gesittigter Kochsalzlésung keine Triibung. 
Essigsaure und konzentrierte Kochsalzlésung: Niederschlag 
positiv. 

Essigsdure-Ferrocyankalium: Der Niederschlag lést sich 
beim Kochen. 

Essigséure und Sulfosalicylsiure: Niederschlag bei 100°C 
teilweise loslich und beim Abkiihlen wieder erscheinend. 
Alkohol: Ausfallung positiv. 

Natronlaugelésung, dann mit Essigséure neutralisiert : 
Starker Niederschlag. 

Natronlauge und Bleiacetat: Sparlicher brauner Nieder- 
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schlag beim Kochen. 
19) Milechsiure: Keine Triibung. 
20) Trichloressigsiure: Niederschlag list sich beim Kochen, die 
Triibung nimmt beim Abkiihlen zu. 
21) Adamkiwicz’s Reaktion: 
22) Diealyse: Dialysiert nicht. 

Aus diesem Resultat geht hervor, dass er nur auf Wiarme eine 
besondere Reaktion aufweist, sonst unterscheidet er sich nicht vom 
gewohnlichen Hiweisskérper. Er zeigt nimlich im allgemeinen 
gewohnliche Fallungs-bzw. Farbenreaktionen. 

Die chemischen Eigenschaften weichen aber nach den klini- 
schen Fallen einigermassen voneinander ab. Es ist fraglich, ob es 
sich um eine einfache Substanz handelt. Wahrscheinlich gesellt 
er sich der anderen Albuminurie hinzu. Niachstdem untersuchte 
ich die Wirkung des Harnstoffs auf die Ausfallung dieses Korpers 
beim Erwarmen. 


Positiv. 


Harnstoff- 


Aqua 


Harnmenge menge PIR Bei 60°C | Bei100°O 2 
in eem (50%) aoa erwarmt erwarmt Abkiihlung 
in cem 
3 0 2.0 starke fast total etwas 
Triibung aufhellt getriibt 
mit Nie- 
derschlag 
2 Triibung total getriibt 
mit spiar- aufhellt 
lichem Nie- 
derschlag 
2 Tribung aufhellt getribt 
mit spar- 
lichem Nie- 
derschlag 
2 Schwache aufhellt klar 
Triibung 
2 Klar klar klar 
2 klar klar klar 
2 klar klar 
2 klar klar 


Harnstoff- 
menge 
(gesattigt) 


klar 
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Aus dieser Tabelle ist es ersichtlich, dass parallel der Harn- 
stoffkonzentration die Gerinnung beim Erwiarmen auf 55°C deutlich 
gehemmt wird, 

Die Herstellung des EKiweisskorpers. 

Friiher hatte man den Harn mit zwei Volumina gesattigter 
Ammonsulfatlésung versetzt und aus dem dadurch abgefallten 
Niederschlag den Eiweisskérper im krystallisierten Zustande iso- 
liert. In unserem Fall ist die Reaktion des Harns etwas schwach 
alkalisch, es wird mit Ammonsulfatlésung ein nur sparlicher 
Niederschlag gebildet. Also stellte ich dieses Kiweiss nach Hop- 
kins Verfahren dar. Ich erwaérmte den mit Essigsaure ange. 
siuerten Harn auf 55°C. Dabei stellte sich flockiger voluminoser 
Niederchlag ein, welchen ich zentrifugierte. Dieser Niederschlag 
wurde mit distilliertem Wasser wiederholt gewaschen und zentri- 
fugiert, dann mit Alkoho] einige Male gewaschen. Schliesslich 
habe ich diesen Niederschlag mit Ather gewaschen und getrocknet. 
Diese Substanz wurde im Exsikator aufbewahrt und dann pulveri- 
siert. Diesen Korper habe ich chemisch analysiert. 


Gesamt-N des Eiweisskorpers 13.75% 
13.50% 

Aschengehalt 5.043% 
Gesamt-Schwefelgehalt 0.41% 
0.30% 


1.305 g Eiweiss wird in 100ce. N/10 Natronlaugelésung gelést und 
das Drehungsvermégen wird polarimetrisch bestimmt. 
[a] p=—95.78 

Isoelektrischer Punkt desselben Hiweisskérpers. Ich liste 
diesen in N/50 Natronlauge und versetzte 10 ce dieser Lésung mit 
verschiedenen Mengen der N/10 Essigsiure- und N/10 Natron- 
laugelosung. Das Gesamtvolumen betrug in diesem Fall 50 ce. 
Auf solche Weise bekam ich die verschiedenen Wasserstoffionen- 
konzentrationen, die hierbei nach der Gaskettenmethode bestimmt 
wurden. Unterhalb von Ph 4.72 fand merkwiirdigerweise weisser 
Niederschlag, dagegen oberhalb davon kein Niederschlags statt. 
Ich hatte den Stickstoffgehalt des Niederschlags resp. des Filtrates 
quantitativ bestimmt und danach die Wasserstoffionenkonzentra- 
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tion des Filtrates bestimmt. Man gab an, dass der isoelektrische 
Punkt des Benece-Jones’schen Eiweisses zwischen Ph 4.0~5.5 
liegt. Nach meinem Resultat ist der isoelektrische Punkt des 
Bence-Jones’schen Eiweisskorpers 4.72. 


N-gehalt des 


Sickstoffgehult des 


Niederschlags von Filtrates von PH des Filtrates 
100 cem in mg 100 cem 
ir 5.043 3.363 4.04 
si 4.203 4.203 4.16 
TI 4.203 4.208 4.37 
IV 3.923 4.484 4.61 
Vv 3.362 5.044 4.72 
vi 0 8.406 5.14 
Vil 0 8.406 5.67 
VIII 0 8.406 6.24 


IX 0 8.406 6.87 


Die Stickstoffverteilung dieser Substanz hatte ich nach 
Liischer’s Angabe erforscht. 


T Ast, Il Art III Art 
Amid-N 9.03% 7.74% 6.32% 
Melanin-N 3.34% 7.16% 2.59% 
Diainino-N 22.03% 20.29% £6.61% 
Suk ke ktion ) Baa Te 9.17% 16.38/70 
Cystin-N 5.01% 4.35% 7.27% 
Arginin-N 7.34% 6.00% 8.70% 
Histidin-N 7.42% 9.93% 6.99% 
Lysin-N 2.25% 0.01% 3.65% 
Gesamt-N im Filtrat 64.60 % 64.81% 65.54% 
Monoamino-N im Filtrat 44.42% 51.18% 64.61% 
Nonmonoamino-N 20.18% 13.63 % 0.93% 


Die Diaminofraktion schwankt in unserem Fall zwischen 20.29- 
26.61% des gesamten Stickstoffs. : 
Da der Schwefelgehalt hier 0.3-0.41% betrug, so ist er gegen- 
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iiber dem friiher angegebenen Wert von 1.18-1.46% etwas geringer. 
Man hatte schon die Wirkung der Pepsinsalzsiure auf diese 
Substanz untersucht. Sie lieferte bei der Pepsinverdaung die 
gewohnlichen Albumosen und Peptone. Magnus-Levy fand 
dabei sogar Protoalbumose. Da zum Versuche peptischer Verdaung 
Westeneys Methode zweckmissig ist, so habe ich dieselbe benutzt. 
2.22 g Hiweiss liess sich mit 100 ccm kiinstlichem Magensaft ver- 


dauen. 
Nach 2 Stunden Nach 4 Stunden 
Protein 0 0 
Metaprotein 2.44% 0 
Proteose 61.38% 10.97% 
Pepton 0 49.48% 
Subpepton 36.72% 39.60% 


Bei meinem Versuche wurde es nach vierstiindiger Verdauung 
volistindig in Proteose, Pepton und Subpepton gespalten. 

Tryptische Verdaung des Bence-J ones’schen Hiweisskorpers. 

0.5g Eiweiss 0.2g Trypsin (Griibler) und 0.1g wurden in 
15 com Wasser gelost. 


Amino-N (in mg) 


Stunden fiir 100 cem Liésung 

0 44.40 44.40 
; aes 100.80 
2 93.75 172.80 
3 180.00 196.80 
4 187.50 196.80 
5 ia ith 196.80 
6 192.50 

24 251.30 253.50 


48 259.50 256.52 


Durch Trypsin wird 41% des gesamten N nach 48 stiindiger 
Verdaung als Aminostickstoff gespalten, welechen ich nach Van 
Slyke’s Methode quantitativ bestimmte. 
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Uber die Herkunft und die Bildungsstiitte dieses Korpers kann 
man nichts Bestimmtes sagen, weil er nicht dem bekannten in der 
Nahrung enthaltenen, dem bei der Verdaung entstehenden resp. 
im Tierkérper enthaltenen Eiweiss entspricht. Seine Menge 
schwankte auch nach den Angaben verschiedener Autoren zwischen 
Yh, Ya, 4-6 %o weiter 1-2-2.4%. Bald bemerkte man sogar 
Tagesausscheidung von 6.7—8—12¢. Kann solehe massenhafte 
Ausscheidung der Knochenmarkveranderung resp. Geschwiilsten 
zugeschrieben werden? Es ist unmdglich zu denken, dass solche 
iiberschiissige Menge des Eiweisses aus Myelom oder Osteosarkom 
selbst herstammt. Bis zu eimem gewissen Grade stammt dieses 
Eiweiss in der Tat vom Myelom, resp. Osteosarkom. Aus diesem 
yrund war Magnus-Levy’s Auffassung, dass dies meistens direkt 
oder indirekt aus dem Nahrungseiweiss entsteht. Weber und 
Allard behaupteten jedoch die Unabhiangigkeit von der Art und 
der Menge des Nahrungseiweisses und der Ausscheidung desselben. 
Nach Krauss sollte der Paralellismus zwischen der Ausscheidung 
desselben und dem Eiweissumsatz, d.h. Eiweisszufuhr vorhanden 
sein. Nach Abderhalden gehért es dem Gewebeeiweiss, welches 
unumgebaut in die Blutbahn gelangt und dann als korperfremd, 
resp. plasmafremd durch die Nieren ausgeschieden wird. Decastelle 
hielt als Vorbedingung der Ausscheidung die Nierenschidigung. 
Die geschadigten Nieren lassen den Hiweisskorper leicht passieren. 
Thanhauser beschrieb die Bence-Jonnes’sche Albuminurie mit 
dem nephrotischen Nierensechwund. Diese Nierenschadigung wird 
durch die toxische Wirkung des plasmafremden Eiweisskoérpers 


verursacht. 
Harnmenge in ecm 2100 | 5200 | 5300 | 2600 | 4300 | 3500 
Harneiweissgehalt ‘- 7.0 4.5 6.0 14.0 8.0 9.0 


In unserem Fall betrug die Tragesausscheidung des Harn- 
eiweisses von 14.7 bis 34.8¢; aber es gelang mir nur relatiy spar- 
liche Mengen des Bence-Jones’schen Eiweisskorpers aus Tages- 
harn darzustellen. Deshalb diirfte der Tagesharn nur eine miassige 
Menge des Serumeiweisses enthalten. Infolge nephrotischer Nieren- 


350 H. Tsutsui. 


schadigung kann das Serumalbumin gleichzeitig im Harn auftreten. 
Teh denke, dass der Bence-Jone’sche Eiweisskérper direkt, von 
den Knochenmarkerkrankungen z.B, Myelom Osteosarkom, Oscteo- 
malacie oder diffuser lymphadenoider Degeneration wie beim Fall 
Askanazy’s herstammt, jedoch dabei auch das Serumalbumin sich 
gleichzeitig wegen der Nierenschidigung in relativ grésserer Menge 
im Harn zeigt. 

Schliesslich spreeche ich Herrn Prof. Dr. T. Sasaki, Direktor 
dieses Krankenhauses und Herrn Dr. K. Mori meinen besten Dank 
aus. 
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CONTRIBUTION TO THE MEASUREMENT OF 
COLLOID-OSMOTIC PRESSURE BY KROGH 
AND NAKAZAWA’S METHOD. 


By 


HIROSHI NAGAOKA. 


(From the 1st Division of the Institute of Physiology, Kyoto Imperial 
University. Director: Prof. R. Shoji.) 


(Received for publication, April 1, 1935) 


INTRODUCTION. 

The devising by Krogh and Nak azawa in 1927 of two con- 
venient methods for measuring the colloid-osmotie pressure of a 
biological solution of some 0.3—0.5 ec. marked a new epoch in the 
study of this branch of research. Of the two, the first method is 
generally used by Nakazawa, Meyer, Imai and others, because 
of its simplicity and its relatively high accuracy as compared with 
the methods heretofore used. In order to utilize this method in 
our animal experiments on haemorrhage, several preliminary tests 
on the measurement as well as on the properties of haemoglobin 
solution and blood serum were carried out. 


METHODs. 


Materials: The blood serum used as material is prepared by 
defibrinating horse blood in the usual manner. The haemoglobin 
solution is prepared by means of an isotonic phosphate buffer solu- 
tion of pH 6.7. The procedure is as follows: Corpuscles collected 
from defibrinated horse blood are thoroughly washed with the 
isotonie and isdeleetrie KCl-phosphate buffer solution (A=—0.56°C 
by the Beckmann measurement and pH 6.7 by the glass electrode 
method), and then are brought into perfect haemolysis by repeating 
the treatment of successive freezing and thawing, forming a paste 
of oxyhaemoglobin crystals. To eliminate impurities, this paste 
is washed four times with a small amount of the KCl-phosphate 
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buffer solution mentioned. Then the paste that remains is dis- 
solved in a large volume of the buffer solution, and the supernatant 
portion is collected by centrifuging. This is the pacengtons solu- 
tion used in the present experiments. 

Collodion membrane: The membrane is prepared from a col- 
lodion solution made by concentrating ‘‘collodion’’ (Ph. Jap. IV) 
to about one-third of its original volume. The original collodion 
is too dilute, as it creases on its surface when the film of the solu- 
tion is dried during the preparation of the membrane. The col- 
lodion thus concentrated is spread on the surface of a glass rod 
4mm thick by immersing the rod in the collodion solution, and 
it is dried by rotating the rod slowly at the room temperature for 
2 minutes. Then this is immersed for a second time in the collodion 
solution and dried again for 5 minutes. 

Krogh and Nakazawa adopted Zsigmondy’s method for 
examining the permeability of the membrane. This method com- 
pares the permeability of the membrane with the time in minutes 
(called minute-numbers) necessary for passing 100 cc. of water 
through 100 cm? of the membrane under 1 atmospherie pressure. 
According to them, the most suitable permeability for measuring 
the colloid-osmotiec pressure of serum is within 120-330 minute- 
numbers. Prof. Katsu, however, is of the opinion that, for ex- 
amining the permeability of the membrane, it is more reasonable to 
examine its membrane potential rather than to use Zsigmondy’s 
minute-numbers, and that a membrane which has a standard 
membrane potential of less than 5 millivolts is most suitable for 
measuring the colloid-osmotic pressure of serum. The standard 
membrane potential is the potential of a membrane of which the 
inside is brought into contact with 1/10 mol KCl and the outside 
with 1/100 mol KCl solution. In the present study, we made use 
of membranes with a standard membrane potential of 2-5 milli- 
volts. 

Preservation of the membrane: Krogh and Nakazawa used 
to preserve the membranes in a 0.025% trypaflavin-Ringer solu- 
tion. We, however, preserved them simply in distilled water, as 
we were afraid of some possible change in their permeability by 
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trypaflavin adhering to them. 

Procedure of the experiments: When the horse serim: was 
applied as the material inside the membrane, then a 1% NaCl solu- 
tion was used as the outer liquid. When the haemoglobin solution 
was put inside, then the KCl-buffer solution mentioned above was 
used as the outer liquid. Each osmometer was immersed separately 
in a thermostat at 25°C. As to the technique of the measurements 
and their calculation, Krogh and Nakazawa’s method was fol- 
lowed. 


EXPERIMENTAL RESULTS AND DISCUSSION. 
I. Time necessary for the equilibration of the colloid-osmotic 
pressure. 

Exp. I. The colloid-osmotic pressure of the horse serum was 
measured at 25°C after two and a half hours, 1, 2, 3, 4 and 5 days, 
each measurement being carried out parallel with 3 osmometers. 
The results obtained are summarized in Table | (ef. Fig. 1). 


TAREE Ay 


Colloid-osmotic pressure (mm H2O), measured after 


No. of 
reputed 2.5 hours 1ldays 2 days 3 days 4days 5 days 
311 291 289 291 290 285 
2 322 289 290 290 290 281 
3 324 294 293 291 291 292 
Mean 319.0 291.3 290.6 290.6 290.3 286.0 


Krogh and Nakazawa reported that the colloid-osmotic 
pressure of serum measured after 6-8 hours at the room tempera- 
ture differed by usually less than 10 mm water pressure from that 
measured after 16-24 hours at the same temperature. They argued 
that further fall of the pressure even after 24 hours might be due 
to an aggregation of protein molecules by infection. In the experi- 
ments made in 1925 by Adair, who measured the colloid-osmotic 
pressure of haemoglobin solution at 0°C, the osmotic pressure 
beeame practically stable after 1-2 days, remaining constant for 
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Fig. 1. 
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many days afterwards. In the present experiment also, the 
colloid-osmotie pressure became practically stable after 24 hours, 
and the margins of the pressures measured in the different osmo- 
meters reached the minimum after 3 days, showing that a perfect 
equilibrium had been attained. After 5 days, however, these 
margins became greater and there was a tendency for their equi- 
librium to be destroyed. This fact is to be considered as being 
due to the denaturation of the serum protein by infection. Thus 
we may conclude that the colloid-osmotie pressure measured by the 
above mentioned method equilibrates perfectly after 3 days, but 
that practical equilibrium is already attained after 24 hours. Ac- 
cordingly, as the accurate value of the colloid-osmotic pressure, we 
took the pressure as measured after 24 hours. 


11, Experimental error of Krogh-Nakazawa’s method. 


Exp. Il. The colloid-osmotic pressure of one and the same 
horse serum was measured at 25°C after 3 hours and 24 hours 
respectively with 10 different osmometers. The results are sum- 
marized in Table II. As is shown in this table, the colloid -osmotic 
pressure measured after 3 hours were not yet perfectly equilibrated 
and their mean value was 306mm H,0, with the standard devia- 
tion (6) of 5.05 mm H,O,. The mean of the pressures measured 
after 24 hours when they may be considered to be practically in a 
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TABLE II. 


ee COP (mm H.0O), measured after 


osmometer en Difference 
3 hours | 24 hours 
1 306 285 21 
2 304 | 293 ll 
a 311 289 22 
4 312 295 17 
3 311 | 290 21 
v 306 280 26 
7 305 290 15 
8 308 287 21 
9 302 285 17 
10 294 279 15 
Mean 305.9 | 287.3 18.6 
| 


é 5.05 4.82 


state of equilibrium was, however, 287 mm H,.O, and their standard 
deviation was 4.82 mm H,0, thus not differing greatly from that 
given by the experiment of Krogh and Nakazawa, ie. 4.1 mm 
H.O. Thus, the experimental error decreases as equilibrium is ap- 
proached. The differences between the pressures measured after 
3 hours and the corresponding pressures measurd after 24 hours, 
however, were nearly constant, so that we may conclude as follows: 
first, if we wish to compare the relative colloid-osmotic pressures 
of several solutions, we are able to make fairly accurate com- 
parisons with measurements obtained at any time between 3 and 
24 hours; and second, the margins of colloid-osmotic pressures 
measured after 24 hours may be due to differences in the per- 
meability of each membrane rather than to errors in measurement. 


Ill. Relation between the colloid-osmotic pressure and the 
temperature of the solution. 
Exp. Ifa. In this case, the isotonic and isoelectric haemoglo- 
bin phosphate buffer solution was used as the material. Six osmo- 
meters mounted with the haemoglobin solution mentioned were 
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separated into 3 groups, each consisting of two osmometers. The 
three groups were measured for colloid-osmotic pressure after 6 
hours at 0.4, 21.6 and 33.6°C respectively. The results are sum- 
marized in Table IITa. The results show that the following 
relation, 


P=KT, 
where P is the osmotie pressure, and T the absolute temperature, 
holds practically good. 


TaBLE IIIa. 


Nos. of 


Mean of COP, measured COP, pe from 


experiments Temp. after 6 hours K = 0.424 at 21 6°C Difference 
2 0.4°C 117.5 mm H:O 115.9 mm H:O + 1.6 
2 21.6° 125.0 as 125.0 i —- 
2 33.6° TEMES wags 130.0 


” + 1.8 


Exp. IITb. Here, horse blood serum was used as material. 
Twelve osmometers mounted with the horse blood serum were 
separated into 4 groups of 3 each. These groups were examined 
as to their colloid-osmotic pressure after 3 hours and 8 hours at 
2, 29, 41 and 54°C respectively. The means of the pressures of 
these groups are summarized in Table IIIb, where the relation, 


TABLE IIIb. 
Mean of COP, 
Nos. of measured after |COP,caleulated from] 
experiments Ltr as a oa | eesegitl 3S. repens Difference 
3 hours 8 hours K = 0.975 at 29°C 
3 x 263 258 268 — 10 
3 29 303 294 294 Sa 
3 41° 320 308 306 dies 
3 59° 270 266 319 Eas 


P=KT, is found to exist up to 41°C. At 54°C, however, this 
relation no longer holds goods, the pressure falling lower than that 
at 41°C. This tendency for the pressure to fall must be due to 


the coagulation of protein molecules by heating at the higher 
temperature. 
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Discussions of the results: It has been accepted by many 
authors that colloid-osmotie pressure should be measured at body 
temperature in order to avoid any change in the aggregate state 
of the colloidal particles due to temperature variations.’ Marrack 
and Hewitt reported that the change in the osmotic pressure with 
a temperature deviation of from 0 to 37°C, was on the whole rather 
less than one would have expected, and suggested that there could 
be no great change in the physical state of the proteins in passing 
from 0 to 37°C. Krogh and Nakazawa also reported that the 
colloid-osmotic pressure of human blood serum and horse blood 
serum, as measured by their method, increased slightly when the 
temperature was raised, but that as the differences were within 
the limits of experimental error, it was better to measure the 
pressure at room temperature as being more convenient and having 
less possibility of infection. As far as we know, Imai is the first 
to varity the fact that colloid-osmotie pressure is proportional to 
the absolute temperature, ie. P= KT. In the present experiment 
also, this relation was confirmed. 


IV. Relation between the colloid-osmotic pressure and the 
concentration of the solution. 


Exp. [Va. In order to simplify the conditions for causing 
changes in the colloid-osmotic pressure, the isotonic and isoelectric 
haemoglobin phosphate buffer solution was first used as material. 
Four portions of the same haemoglobin solution mentioned before 
were diluted with the isotoni¢ and isoelectric KCl-phosphate buffer 
solution to 80, 60, 40 and 20% of their volume respectively. Each 
of these diluted solutions as well as the original solution were 
examined as to their colloid-osmotiec pressures at 25°C, each with 
two osmometers. The various means of the pressures measured 
after 24 hours are summarized in Table [V (cf. Fig. 2, curve 1). 
As is shown in this table, the colloid-osmotic pressure decreases 
more rapidly than is proportional to the concentration. 

Exp. IVb. Next, horse blood serum was used as material. 
As in the former experiment, four portions of the same horse blood 
serum were diluted with 1% NaCl solution to 80, 60, 40 and 20% 
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TABLE IV. 


Isotonie Hb-buffer 


Jassie tollaales Horse serum, diluted Horse serum, diluted 

BOR LoGaN with physiological with distilled 
rape NaCl soln. water 

Cone 


Mean of COP, Mean of COP, Mean of COP, 
Nos. | measured after Mon measured after | N8- | measured after 
0 


i 24 hours exps-| gosh | 22h 

100 %| 2 120 3 319 291 

80,,| 3 92 3 240 223 

60.) 2 66 3 163 151 

40.1 2 41 3 94 86 

20,,| 2 17 3 43 42 
COP(mmH2 0) 


300 


200 


100 


0 20 +40 60 80 100% 
Cone, 


1. Haemoglobin buffer solution diluted with isotonie and isoelectric 
KCl-solution. 

2. Horse blood serum diluted with isotonie NaClsolution. 

3. Horse blood serum diluted with distilled water. 


of their volume respectively. Each of these diluted solutions as 
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well as the original solution were examined, as before, each with 
3 osmometers. The means of the pressures measurd after two and 
a half hours and 22 hours are summarized in Table IV (ef. Fig. 2, 
eurve 2). The results are the same as they were in the former 
experiment. ; 

Exp. [Ve. Another experiment, similar to Exp. 1Vb, was car- 
ried out with the horse blood serum diluted with distilled water. 
The means of the pressures measured after 5 and 19 hours are 
summarized also in Table IV (ef. Fig. 2, curve 3). The results 
are the same as in the former two cases. 

Discussion: It has already been confirmed by many authors 
and is generally accepted that colloid-osmoti¢c pressure decreases 
more rapidly than is proportional to the concentration. Regard- 
ing this fact, the general opinion is as follows: van’t Hoff’s 
relation should hold, if the number of colloidal particles be the 
sole determining factor of the colloid-osmotic pressure as measured. 
In reality, however, this relation does not hold, because both the 
membrane equilibrium and the swelling pressure influence the 
osmotic pressure. Of these two latter factors, the former, i.e. the 
action of the membrane equilibrium has been discussed exhaustively 
by Donnan, while the latter, i.e. the action of the swelling pres- 
sure, has not yet been quite satisfactorily elucidated. According 
to Donnan, the following relation governs the pressure P;, which 
is generated by the excess of crystalloid in the colloidal solution :— 
C1 + 2C2 


where (, is the concentration of the ionized colloidal particles in 


P= RT 


the solution put on the one side of the membrane, and Cy». the 
concentration of the erystalloid-solution on the other side. T' is 
the absolute temperature, and R the gas constant. Then the pres- 
sure P, which is the total colloid-osmotie pressure, is given by 


2 
P=RTC+ RTO _. 
Ci + 2C2 
where (@ is the total concentration of the ionized and not-ionized 
colloidal particles. As a matter of fact. however, it is difficult to 
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measure the concentration of the ionized colloid (C1), so that the 
examination of the accuracy or otherwise of this equation by ex- 
periment is a matter of difficulty. 

Taking into account the swelling pressure which exists in sol, 
Ostwald gave the following ie wig for the osmotic pressure 
P of a colloidal solution :— 


P=Po+P,=RTC +KC", 


where Py is the osmotic pressure due to the number of colloidal 
particles, P, the swelling pressure, C the concentration of the 
swelling body, and both K and n are constants. He maintained on 
the basis of his experimental results that the value of n was nearly 
2. Thus we ean rewrite his equation in the form P=AC+ BC? 
where both A and B are constants. Adair, who examined the 
propriety of this equation by experiments with a haemoglobin 
solution, and Thomas and Murray, who also. examined it in 
regard to an arabic acid, supported Ost wald’s view, which agreed 
with the results of their experiments. 

Haller disapproved of van’t Hoff’s equation in eouastata: 
tion of the oscillation- and rotation-movements which colloidal 
particles have in addition to their translatory motion, which was 
thought to cause the usual osmotic pressure, and developed the 
following equation :— 


P= RTC + RT (0.46 N,v) C? 


where v is the degree of freedom of oscillation, and ¢ its amplitude. 
In this equation, however, the values of v and ¢ are constants 
when the temperature remains unchanged. Accordingly, we can 
reduce his equation to P = AC + BC? at constant temperatures, 
this being quite the same as Ost wald’s equation mentioned above. 

Now, we must examine whether or not this equation holds good 
in regard to our experimental results. For this purpose, the data 
of exp. 1Va are taken. On applying to the equation the measured 
values of P for 100% and 80% concentration, the constant A and 
B are computed to be 0.95 and 0.0025 respectively. Then, by 
applying these values to the equation, the colloid-osmotie pressures 
P are calculated for other concentrations. The results are given in 
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Table V. We see that both the measured and the caleulated 


TABLE V, 
CoP | Ostwald and Haller Verney Fishberg 
Cone. es P= AC + BC’ P= (Pb + K)C 1/)? = ev 


(Ge) observed 
frame Fiat?) Caleulated [Difference |Caleulated |Differenve u loge 


120 = 92.08 
92 = 2.90 
66 0 70.83 
42 =f 55.49 
20 —— 35.39 


colloid-osmotie pressures agree to a satisfactory degree. Thus the 
applicability of the equation is confirmed. 

On the other hand, Verney proposed on the basis of his ex- 
periments the following empirical equation :— 

P(w —b)=K, 

where v is the reciprocal of the colloid-concentration, and K a 
constant. b also is a constant empirically determined by the author. 
Krogh and Nakazawa reported that Verney’s equation did 
not agree with their experimental results, and argued that this 
discrepancy was perhaps due to the high pressure, caused by the 
striking decrease in free water in a solution which had been con- 
centrated down to about balf or one-third of its volume. 

Now, Verney’s equation may be rewritten 

PEW) + KC, 

where C is the colloid-concentration. By applying the results of 
the same experiment, i.e. Exp. 1V a, to this equation in the same 
way as above, the constants A and b were computed from the data 
of the 100% and 80% concentrations, and 0.986 and 0.00178 re- 
spectively were obtained. Then by applying these values to the 
equation, the osmotic pressures, P, for other concentrations were 
ealeulated. In this instance also, a close agreement of both the 
measured and the calculated values was seen. 

Fishberg assumed that the rate of change of the pressure 


362 HU. Nagaoka: 


with respect to the colloid-concentration was proportional to’ the 
actual pressure, so that the relationship between the concentration 
of colloid and the osmotie pressure of the colloidal solution would 
be expressed by the equation 


P 


where v is the reciprocal of the concentration, and a a constant 


— pau 
=€ , 


dependent upon the particular solution. In his report, a close 
approximation of his equation to his experimental results was 
given. When, however, we apply our results to his equation as 
in the two former cases, we find that the value of a log e, which is 
considered to be a constant, decreases strikingly with the deercase 
in the concentration and does not result in a constant at all (ef. 
Table V). 

In short, we see that the equations of Ostwald and Haller 
and Verney agree more or less closely with our experimental 
results, while that of Fishberg does not hold good. 

As Verney’s equation was empirically introduced, some 
theoretical considerations may be adduced. The form of the 
equation, P(v—b)=K, suggests the universal gas law as applied 
to the real gas, the corrected volume, v — b, representing the space 
allowed to gas molecules to move freely. 

Now in a colloidal solution, the universal gas law may be re- 
written to form van’t Hoff’s equation, P = RTC, where P repre- 
sents the colloid-osmotie pressure, and ( the concentration or the 
number of gram molecules per litre of the colloidal particles. The 
number of gram molecules of the freely movable solvent is given by 


1-v@ _ kG, 


where v and V represent the volume of 1 gram molecule of the 
colloidal particles and that of 1 gram molecule of the solvent re- 
spectively. k is the number of gram molecules of the fixed solvent 
combined with 1 gram molecule of the colloidal particles, so that 


kC is the total number of gram molecules of fixed solvent in 1 litre 
of the solution. 
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*Taking the movable and fixed solvents into account, van’t 
Hoff’s equation will be modified as follows :— 


P=RT E 
Cc pe er : 
" ihe > —k@ 

= RT of 


1—(v-V+kV)C° 


Hayashida of our Institute was able to show that the non-solvent 
space of the horse blood serum increased when it was diluted with 
hypotonic KCl-solution, and especially with distilled water, but 
that this increase in the non-solvent space became less as the con- 
centration of the solution added approached that of the undiluted 
serum. In Exp. IVa and Exp. IVb, we took the solutions which 
were isotonic with the inner liquids as the outer liquids, so that k 
is a constant, and therefore v—V-+kV in the above mentioned 
equation is a constant, which we will represent by b. Then the 
above equation when rewritten becomes 


VRTC 
jeg 
or P=(Pb+K)C, 


where K or VRT is also a constant when the temperature remains 
unchanged. ‘The latter equation is the same as Verney’s equation 
mentioned above. 

Thus Verney’s equation was deduced theoretically from 
van’t Hoff’s equation by introducing the idea of the non-solvent 
space. 


Now, we can expand the equation, p= Hes as follows :— 
P=VRTC+bOVRIC*+.----+b"9 VRTC". 
P, the colloid-osmotie pressure, has a limited value, so that the 
right side series of the equation is converyent, ie. the greater m 
is, the smaller the value of b"™?'VRTC™ becomes. If we omit the 
third term and everything under this, we get the equation 
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P =VRTC + BVRTC’, 


where both A and B are constants dependent on particular condi- 
tions. This is the same as the equations,of Ostwald and Haller. 
Accordingly, it is conceivable that the general formula of all the 
equations mentioned above is 


where a = VR is a constant. 

It has already been mentioned in discussing the membrane 
equilibrium, that the real osmotic pressure of the colloidal solution 
was theoretically the sum of the following three factors: the osmotic 
pressure determined by the number of colloidal particles, that 
caused by the action of the swelling pressure, and that caused 
by the membrane equilibrium. When we calculated the colloid- 
osmotic pressure neglecting the pressure generated by the Donnan 
membrane equilibrium, we found it agreed closely with our experi- 


mental results so that the equation, p— oS holds good with 


regard to the experiment. 

The applicability of this equation was also verified with regard 
to Exp. IV b and Exp. IV e, in which the horse serum was diluted 
with the isotonie NaCl-solution or distilled water respectively. The 
close agreement of the calculated and the observed data may be 
seen in Table VI. 


As was pointed out above, the equation, po — - , is applicable 


in general to colloidal solutions within the limits of experimental 
error, whether the solution is diluted with the isotonic salt solution 
or with the hypotonic one. 
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TABLE VI. 


COP (mm E:0) of horse serum, 


diluted with physiological diluted with distilled 
Cone. NaCl solution. water. 
(%) A = 0.00281 : A = 0.00374 
B = 2.092 B = 1.764 


Observed | Calculated} Difference} Observed | Calculated| Difference 


100 291 291 — 282. - 282 = 


80 223 216 = iA 189 201 —12 
60 151 151 a 136 136 =3 
40 86 v4 =8 83 83 0 
20 42 44 =—2 47 38 a: 0 


A and B were calculated from the data for 100% and 60% concentrations. 


SUMMARY. 


1. The ecolloid-osmotie pressure of horse blood serum was 
measured by Krogh and Nakazawa’s method, using a collodion 
membrane with a standard membrane potential of 2-5 millivolts. 
The colloid-osmotie equilibrium between the inner and outer liquids 
of the osmometer is practically attained after 24 hours. 

2. In order to compare the relative colloid-osmotic pressures 
of several solutions, one is able to compare with fair accuracy the 
pressures measured at any time after between 3 and 24 hours. 

3. The fact that the colloid-osmotic pressure is proportional 
to the absolute temperature, which was reported by Imai of Pro- 
fessor Katsu’s laboratory, is confirmed. 

4. The colloid-osmotie pressure decreases more rapidly than 
is proportional to the ocncentration. The relationship between 
the colloid-concentration and the osmotie pressure of colloidal solu- 
tions is expressed by the general formula 

aTC 
ae 
where P is the colloid-osmotie pressure, C the colloid-concentra- 
tion, 7’ the absolute temperature, and a constant. b is the value 
which may be considered to be practically a constant, though 
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theoretically it is variable with the change in. the non-solvent space 
of the solution. This general formula includes the equations 
hitherto put forward by Ostwald, Haller, and Verney. The 
applicability of the equation was verified by experiments. 
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ADDENDUM: After this paper was sent to the editor of this journal, a 
recent paper of Grénwall (1935), Biochem. Z., 276, 223, has come to our 
notice in which it is maintained that the Fishberg equation is apparently 
applicable only when the protein concentration of the serum is restricted 
to a certain low range. 
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